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I Einleitung
1
I Einleitung
1.1 Die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe
Die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe wurde erstmals 1893 von Lindner
als Isolat aus ostafrikanischem Hirsebier beschrieben. Lindner leitete den
Artnamen von S. pombe von der charakteristischen vegetativen Vermehrung
durch Querteilung (Schizo-), sowie von der Verwandtschaft der Spalthefe zur
Sprosshefe Saccharomyces cerevisiae (-saccharomyces) ab. Auf ihn geht auch
der Trivialname „Spalthefe“ zurück. Der Artname „pombe“ stammt von der
swahilischen Bezeichnung für Bier, „Pombe“ ab (Lindner, 1893). Die heute
gängigen Laborstämme leiten sich von einem 1924 von Ostwalder aus
Traubensaft isolierten Stamm her (S. liquefaciens Ostwalder). Erste genetische
Untersuchungen wurden ab etwa 1950 von Leupold durchgeführt, dem es
gelang den homothallischen Stamm S. pombe 968h90, sowie die beiden
heterothallischen Stämme 975h+ und 972h- zu isolieren (Leupold, 1959).
Taxonomisch wird S. pombe der Klasse der Ascomyceten zugeordnet, wobei
sich die Schizosaccharomyces-Linie vor der Aufspaltung der übrigen
Ascomyceten trennte und somit einen eigenen Ast der Archaeascomyceten
bildet (Abb. 1).
Wildtyp-Stämme der Spalthefe liegen im Normalfall in haploider Form vor.
Haploide Zellen sind mit einer Länge von 12-15 µm (3-4 µm in der stationären
Phase) deutlich kleiner, als diploide Zellen mit einer Länge von etwa 20-25 µm
(4-5 µm in der stationären Phase). Diploide Zellen entstehen bei S. pombe
unter Nährstoffmangel, wobei haploide Zellen verschiedenen Paarungstyps (h+,
h-) zu einer Zygote verschmelzen. Die Meiose folgt i.d.R. gleich im Anschluss
auf die Kreuzung, sie führt zur Bildung von vier Ascosporen, welche zu neuen
haploiden Zellen auskeimen. Bei sehr reichem Nährstoffangebot können
diploide Zellen sich jedoch auch stabil mitotisch vermehren. Das Genom von S.
pombe ist komplett durchsequenziert (Wood et al., 2002) und besitzt bei einer
Größe von 13,8 Mbp (2100 centi Morgan) lediglich 4929 offene Leserahmen,
die auf 3 Chromosomen verteilt vorliegen (Chromosom I: 5,7 Mbp, Chromosom
I Einleitung
2
II: 4,6 Mbp, Chromosom III: 3,5 Mbp) und von denen 4824 für Proteine codieren
(Moreno et al., 1991; Wood et al., 2002). Zusätzlich besitzt S. pombe ein etwa
20 kb großes mitochondriales Genom. Etwa 40 % der Gene von S. pombe sind
durch Introns unterbrochen. Als Modellorganismus ist S. pombe besonders
aufgrund der Verwandtschaft zu höheren Eukaryoten und der daraus
resultierenden Vergleichbarkeit der zellulären Strukturen und Funktionen
geeignet. Hinzu kommen die einfache Handhabung (problemlose Kultivierung
und relativ schnelle Anzucht; S. pombe hat im Normalfall eine Generationszeit
von 2 bis 4 h), die Vorteile eines haploiden Systems für die Durchführung
genetischer Experimente, sowie die bereits fortgeschrittene Charakterisierung
dieses Organismus. S. pombe stellt somit heute neben der Bäckerhefe S.
cerevisiae einen der bedeutendsten einzelligen, eukaryotischen Modell-
organismen zur Untersuchung zellulärer Funktionen eukaryotischer
Organismen dar (Zinser & Daum, 1995). Auch hinsichtlich Zellzykluskontrolle,
RNA-Splicing und Chromosomenstruktur ähnelt S. pombe den höheren
Eukaryoten (Russel, 1989; Sipiczki, 1989). Des Weiteren konnten einige
Säugetiergene durch Kreuzkomplementation des disruptierten Homologs in S.
pombe isoliert und identifiziert werden (Lee & Nurse, 1987) und auch zur
heterologen Proteinexpression ist die Spalthefe aufgrund der Faltungs-
eigenschaften und des Musters der posttranslationalen Modifikationen an den
entstehenden Proteinen besonders geeignet (Lu et al., 1997).
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Abb. 1: Übersicht über die systematische Einordnung der Spalthefe S. pombe (Lang,
1999)
In Hinblick auf die Untersuchung des Glutathion-Stoffwechsels, sowie der
intrazellulären Funktion des Tripeptids stellt S. pombe ein interessantes
Modellsystem dar. So wurden in dieser Hefe bereits beide an der Glutathion-
synthese beteiligten Enzyme intensiv untersucht (Koblenz und Wolf, 1995;
Phlippen et al., 2003). Im Gegensatz zu S. cerevisiae ist die Spalthefe nicht in
der Lage, ohne Glutathion zu wachsen. Eine Disruption des zweiten Enzyms
der Glutathionsynthese (Glutathionsynthetase; GSH2) ist somit für S. pombe
letal. In S. cerevisiae hingegen, kann bei Vorliegen einer solchen Disruption das
im ersten Schritt der Synthese gebildete Dipeptid γ-Glutamylcystein die
Funktionen des Glutathions übernehmen. In S. pombe spielt Glutathion u.a.
eine bedeutende Rolle als Schwermetallchelator und vermittelt eine erhöhte
Resistenz z.B. gegen Cd (s. hierzu auch Abschnitt 1.2). Diese Resistenz ist v.a.
auf die aus Glutathion gebildeten Phytochelatine (Mutoh und Hayashi, 1988)
zurückzuführen, welche in S. pombe, nicht aber in S. cerevisiae nach
Behandlung mit Cd synthetisiert werden.
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1.2 Glutathion
Das Tripeptid Glutathion (L-γ-Glutamyl-L-cysteinyl-Glycin) bestehend aus den
Aminosäuren Glutaminsäure, Cystein und Glycin, wurde erstmalig 1888 von
Rey-Pailhade als sogenanntes Philothion entdeckt und schließlich 1921 von
Hopkins isoliert (Meister, 1988). Diese wichtige Thiolverbindung übernimmt
zahlreiche Aufgaben innerhalb der Zellen der meisten aerob lebenden
Organismen und findet sich in fast allen Pro- und Eukaryoten in sehr hohen
Konzentrationen von 0,2-10 mM (Anderson, 1998). In Bakterien kommt es v.a.
in gram-negativen, aerob lebenden Spezies vor (Fahey, 2001) und scheint für
diese nicht essentiell zu sein (Greenberg & Demple, 1986; Miranda-Vizuete
et al., 1996). Für Eukaryoten jedoch ist es essentiell und stellt in der Zelle mehr
als 90% der niedermolekularen Thiolverbindungen (Meister, 1988; Penninckx
& Elskens, 1992). Lediglich in Entamoeba histolytica konnte kein Glutathion
nachgewiesen werden. Wichtigste funktionelle Gruppe des Glutathions ist die
Sulfhydryl-Gruppe des Cysteinyl-Restes. Die Aminosäuren Glu und Cys sind
über eine γ-Peptidbindung verknüpft, welche, wie man vermutet, nicht von
Peptidasen angegriffen werden kann. Mit einem sehr niedrigen Redoxpotential
von E’0 = -240 bis -250 mV (für den Thiol-Disulfid-Austausch) ist Glutathion sehr
reaktiv.
Abb. 2: Strukturformel des Tripeptids Glutathion
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Glutathion übernimmt eine Vielzahl wichtiger intrazellulärer Funktionen. Hierzu
gehört die Aufrechterhaltung des zellulären Redoxgleichgewichtes. Das
niedrige Redoxpotential von Glutathion führt dazu, dass z.B. Ascorbinsäure und
auch die Sulfhydryl-Gruppen von Proteinen und anderen Substanzen in
reduzierter Form verbleiben. Es spielt weiterhin eine Rolle als Coenzym
verschiedener enzymatischer Reaktionen, so dient es beispielsweise als
Elektronen-Donor für das Enzym Ribonukleotid-Reduktase (Holmgren, 1976).
Zudem ist Glutathion auch an Aminosäure-Transport und Nukleinsäure-
stoffwechsel beteiligt (Meister & Anderson, 1983). Toxische Substanzen
werden innerhalb der Zelle entweder direkt an Glutathion gebunden oder aber
die Bindung entsteht enzymatisch katalysiert durch die Glutathion-S-
Transferase. Die Bindung erfolgt an der stark nukleophilen Thiolgruppe des
Glutathions (Vuilleumier, 1997). Die entstehenden Konjugate werden dann in
die Vakuole transportiert (Keppler, 1999). In Pflanzen und Pilzen dient
Glutathion zudem als Baustein für die Synthese der sogenannten Phyto-
chelatine und ist somit an der intrazellulären Schwermetall-Detoxifikation
beteiligt (Grill et al., 1989; Rauser, 1995).
Die mit Abstand wichtigste Funktion und auch wichtigster evolutionärer Nutzen
des Tripeptids besteht jedoch in der Deaktivierung reaktiver Sauerstoffspezies.
Diese entstehen bei oxidativem Stress, aber auch generell unter aeroben
Bedingungen in der Zelle im Verlaufe der Atmung (Grant, 2001). So wird in
Eukaryoten ein Teil des von der Zelle aufgenommenen Sauerstoffs über das
Superoxid-Radikalanion O2
- zu Wasserstoffperoxid H2O2 umgesetzt, dessen
Folgeprodukt das Hydroxylradikal HO• ist. Sowohl O2
-, als auch HO• sind
äußerst reaktiv und schädigen die Zelle. Glutathion kann nun zum einen direkt
mit den Hydroxylradikalen reagieren oder zum anderen als Elektronen-Donor in
einer Glutathion-Peroxidase katalysierten Reaktionen fungieren (Galliazo et al.,
1987). Das bei der Oxidation von Glutathion entstehende Dimer GSSG ist für
die Zelle toxisch und wird deshalb, katalysiert durch die GSH-Disulfid-
Reduktase, unter NADPH-Verbrauch wieder reduziert (Anderson, 1998).
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Die in vivo Synthese von Glutathion (Abb. 3) erfolgt in zwei ATP- und Mg2+-
abhängigen Schritten. Im ersten, Geschwindigkeits-bestimmenden Schritt wird,
katalysiert durch das Enzym γ-Glutamylcysteinsynthetase (E.C. 6.3.2.2), die AS
Glu über eine γ-Peptidbindung an Cystein gekoppelt. In einer zweiten, durch die
Glutathionsynthetase (E.C. 6.3.2.3) katalysierten Reaktion wird nun das
gebildete Dipeptid mit der AS Gly verbunden. Das erste Enzym dieser
Reaktionsfolge unterliegt einer Feedback-Inhibition durch Glutathion, was eine
Überakkumulierung des Tripeptides verhindert (Richmann & Meister, 1975;
Inoue et al., 1998). Eine gestörte oder gar fehlende Glutathionsynthese hat v.a.
eine erhöhte Akkumulation der zell-toxischen Sauerstoffspezies und damit
einhergehend schwere Veränderungen und Schädigungen innerhalb der
Mitochondrien der Eukaryoten zur Folge (Meister, 1995; Sugiyama et al.,
2000). Beim Menschen haben Störungen des Glutathion-Metabolismus i.d.R.
schwere Folgen und stehen im Zusammenhang mit zahlreichen Erkrankungen.
Die milderen Erkrankungsformen äußern sich in Symptomen wie einem
verringerten Glutathion-Gehalt innerhalb der Erythrocyten und damit verbunden
einer leicht ausgeprägten hämolytischen Anämie. Dies ist auf Mutationen
zurückzuführen, welche die Stabilität der Glutathionsynthetase herabsetzen.
Abb. 3: schematischer Ablauf der Glutathionsynthese
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Mutationen, welche die Funktionsweise der Glutathionsynthetase beein-
trächtigen, haben hingegen einen deutlich schwereren Krankheitsverlauf zur
Folge. Der entstehende Glutathionmangel resultiert in einer Anreicherung des
Dipeptids γ-Glutamylcystein, da Glutathion als Feedback-Inhibitor der γ-
Glutamylcysteinsynthetase fehlt. Das Dipeptid wird sodann zu 5-Oxoprolin
abgebaut. Resultierende Symptome sind gesteigerte 5-Oxoprolin-Exkretion,
schwere hämolytische Anämie, metabolische Acidose und Schädigung des
zentralen Nervensystems (Wellner et al., 1974; Dahl et al. 1997; Njalsson et
al., 2000). Der vollständige Verlust der Glutathionsynthetase-Aktivität ist letal
(Shi et al., 1996).
Abgebaut werden Glutathion, sowie Glutathion-Konjugate über folgende
Schritte:
Zunächst überträgt die γ-Glutamyltranspeptidase (E.C. 2.3.2.2) den Glutamyl-
rest auf ein Dipeptid. Die entstehende Verbindung wird dann unter Bildung von
5-Oxoprolin und unter Freisetzung des Dipeptids, katalysiert durch die γ-
Glutamylcyclotransferase (E.C. 3.4.13.6), gespalten. 5-Oxoprolin wird von der
Oxoprolinase zu L-Glutamat umgesetzt, während das Dipeptid Cysteinylglycin
durch eine Dipeptidase gespalten wird (Mehdi et al., 2001). Die Gesamtheit der
Glutathion-Bildungs- und -Abbaureaktionen wird auch als γ-Glutamylcyclus
bezeichnet. In Abbildung 4 ist der Abbau-Cyklus dargestellt. Die Abbildung zeigt
weiterhin, dass das in der Reaktionsabfolge enthaltene Enzym γ-Glutamyl-
Transpeptidase, welches in den Nierenzellen der Säuger membran-gebunden
vorliegt, am Aminosäuretransport beteiligt ist (Orlowski & Meister, 1970).
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Abb. 4: schematischer Ablauf des γ-Glutamylcyklus (Orlowski und Meister, 1970).
I  – γ-Glutamylcystein-Synthetase; II – Glutathion-Synthetase; I I I  – γ-Glutamyl-
Transpeptidase; IV – γ-Glutamyl-Cyklotransferase; V – Peptidase; AS - Aminosäure
1.3 Glutathion als Schwefelquelle in Hefen
In niederen Eukaryoten wie Hefen übernimmt Glutathion die bereits in Abschnitt
1.2 aufgelisteten Funktionen. Zusätzlich dazu sind Hefen jedoch auch in der
Lage, das Tripeptid als Schwefelquelle und endogenen Schwefelspeicher zu
nutzen. Für die Hefe S. cerevisiae ist bekannt, dass das von der Zelle
aufgenommene Glutathion in die Vakuole transportiert wird, wo der
enzymatische Abbau des Tripeptids stattfindet. Der Glutathionabbau kann in S.
cerevisiae  vermutlich zum einen über den bereits beschriebenen γ-
Glutamylcyclus stattfinden, wobei das Enzym γ-Glutamyltranspeptidase in der
vakuolären Membran lokalisiert ist. Zum anderen ist jedoch auch ein
alternativer, von der γ-Glutamyltranspeptidase unabhängiger Weg des
Glutathionabbaus bekannt. An diesem alternativen Abbauprozess sind
vermutlich die Produkte dreier Leserahmen (YFR044c, YBR281c, und
YNL191w) beteiligt. Die drei zugehörigen Proteine Dug1p, Dug2p und Dug3p
interagieren hierbei miteinander und weisen eine gemeinsame peptidolytische
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Aktivität auf. Aufgrund derer sind sie in der Lage, die γ-Peptidbindung des
Glutathions zu spalten (Ganguli et al., 2006). Der so für die Zelle nutzbar
gemachte Schwefel kann in Form von Cystein, welches durch Abbau des
Dipeptids γ-Glu-Cys entsteht, aber auch direkt in Form von Sulfat aus der
Vakuole heraus geschleust werden und beispielsweise in die AS-Synthese
eingehen. In S. pombe findet sich lediglich ein zu Dug1p homologes Protein.
Zur Sulfat- bzw. Schwefelgewinnung für die Aminosäuresynthese stehen S.
cerevisiae im Wesentlichen zwei Wege zur Verfügung. Einmal die bereits oben
genannte Nutzbarmachung des in Glutathion enthaltenen Schwefels durch
Abbau des Glutathions, zudem die Möglichkeit Sulfat direkt aus dem Medium
aufzunehmen. Hierzu verfügt S. cerevisiae über spezifische Transporter.
Aufgenommenes oder aus dem Glutathionabbau stammendes Sulfat wird im
Folgenden über die Schritte der Sulfat-Assimilation in Homocystein eingebaut,
welches u.a. in die Methioninsynthese eingeht. Hieran sind v.a. die Proteine der
Met-Familie (wurden im Rahmen der Aufklärung des Methioninstoffwechsels
entdeckt; s. auch 1.5) beteiligt. Von Glutathion abgespaltenes Cystein kann
über den Transsulfurationsweg in Homocystein umgewandelt werden.
Desweiteren besteht die Möglichkeit Homoserin über die Zwischenstufe O-
Acetylhomoserin erneut in die Sulfat-Assimilation einzuspeisen (s. Abb. 5)
(Miyake et al., 1999). Die Zellen sind somit in der Lage ihren gesamten
Schwefelbedarf über im Medium enthaltenes Glutathion zu decken. Dies spricht
dafür, dass eine nicht unwesentliche Funktion des Glutathions in Hefen der
Beitrag zum Sulfatstoffwechsel ist, zumal Glutathion als Schwefelspeicher
besser geeignet ist, als z.B. Cystein, da es in hohen Konzentrationen weit
weniger toxisch ist.
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Abb. 5: Sulfatstoffwechsel und Nutzung von GSH als S-Quelle bei der Hefe S.
cerevisiae
I – γ-Glutamylcyklus; II – Transsulfurationsweg; III – Sulfat-Assimilation; I V  –
Methionincyklus; OAH – O-Acetylhomoserin; Transporterproteine sind in rot dargestellt
(abgeändert nach Miyake et al., 1999)
1.4 Glutathiontransport
Wie bereits in Abbildung 5 gezeigt, sind Hefezellen, wie auch Zellen anderer
Organismen, in der Lage Glutathion über spezifische Transporter aus dem sie
umgebenden Medium aufzunehmen. In Saccharomyces cerevisiae fanden
Miyake et al. 1998 zwei verschiedene Transportersysteme für den
Glutathionimport. Hiervon zeigte das Erste (GSH-P1) hohe Affinität zu
Glutathion und war durch Zugabe von Cystein zu ansonsten S-freien Medien
reprimierbar, wohingegen das zweite System (GSH-P2) weniger affin und nicht
reprimierbar war. Weitere Studien beschränkten sich nun auf GSH-P1, da man
vermutete, dass es sich bei diesem Transporter um den Haupt-
Glutathiontransporter handelte. Transportkinetische Studien, bei welchen mit
ATPase-Entkopplern (2,4-Dinitrophenol), sowie ATPase-Inhibitoren (Dicyclo-
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hexylcarbodiimid) gearbeitet wurde, zeigten, dass die Aufnahme von Glutathion
über GSH-P1 ein energieabhängiger (ATP-abhängiger) Prozess ist. Es ist
daher davon auszugehen, dass der Glutathionimport mit nach Außen
gerichteten, ebenfalls ATP-abhängigen Transportsystemen, welche einwertige
Kationen wie H+, K+ oder Na+ ausschleusen, in Konkurrenz steht (s. Abb. 6)
(Miyake et al., 1998).
In den Leberzellen der Ratte konnten zwei ebenfalls verschieden affine, jedoch
ATP-unabhängige Glutathiontransportsysteme gefunden werden. Diese wurden
bereits kloniert (Yi et al., 1994; Ballatori & Dutczak, 1994) Auch die
Klonierung und Charakterisierung von GSH-P1 aus S. cerevisiae wurde 2000
erfolgreich abgeschlossen (Bourbouloux et al., 2000), wohingegen GSH-P2
noch nicht näher charakterisiert werden konnte.
Abb. 6: GSH-Transport in Kompetition zu anderen Transportsystemen der Hefe S.
cerevisiae
Transporterproteine sind in rot dargestellt (nach Miyake et al., 1998)
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1.4.1 OPT-Transporter („oligo peptide transporters“)
Die bisher bekannten Transporter für die Glutathionaufnahme, gehören zur
sogenannten OPT-Transporterfamilie. Unter dieser Bezeichnung werden
Proteine zusammengefasst, die den Transport kleiner Peptide (meist Tetra- und
Pentapeptide) durch die Außenmembran der Zelle vermitteln. Diese Peptide
werden von der Zelle aufgenommen und im Zellinneren von Proteasen
hydrolysiert. Die aus den Oligopeptiden gewonnen AS gehen sodann in die
Proteinsynthese ein oder werden als Stickstoff- bzw. Kohlenstoffquelle genutzt.
Die OPT-Transporter bilden eine distinkte Gruppe zu den ABC-Transportern,
wie auch den PTR-Transportern. Die Gruppe der ABC-Transporter beinhaltet
Transporter-Moleküle mit ATP-Binde-Motiv und 12-Transmembranregionen
(Higgins, 1992). Sie sind u.a. am AS-Transport (v.a. Export), dem Transport
von Xenobiotika, aber auch am vakuolären Transport von Glutathion-Derivaten
bei S. pombe (Iwaki et al., 2006) beteiligt und sind ATP abhängig. PTR-
Transporter sind Peptidtransporter, die erstmals 1995 von Steiner et al.
beschrieben wurden und die ausschließlich für den Import verschiedener
Oligopeptide verantwortlich sind. Im Gegensatz zum ABC-Transporter ver-
mittelten Transport wird hierbei jedoch kein ATP verbraucht. Vielmehr wird die
für den Import benötigte Energie aus der Protonenmotorischen Kraft direkt
gewonnen (Steiner et al., 1995).
Oligopeptidtransporter, die der OPT-Familie angehören besitzen i.d.R. 12 bis 14
Transmembranregionen und ihre Primärsequenz enthält folgendes,
konserviertes Sequenzmotiv: SPYxEVRxxVxxxDDP.
Der erste OPT-Transporter wurde 1997 von Lubkowitz et al. identifiziert (auf
die gleiche Arbeitsgruppe geht auch die Bezeichnung OPT zurück). Hierbei
handelte es sich um das Protein OPT1 aus Candida albicans. Aber auch in
anderen Hefen, wie S. pombe und S. cerevisiae fand man Transporter, die
zunächst aufgrund von Sequenzhomologievergleichen der Familie der OPT-
Transporter zugeordnet wurden. So identifizierte man in S. pombe das 89,1 kDa
große Protein ISP4 (Produkt des ORF SPBC29B5.02c), welches im Rahmen
der Erforschung der sexuellen Differenzierung von S. pombe entdeckt wurde
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und dessen Expression bei der Induktion der Meiose herauf reguliert wurde
(Sato et al., 1993). Bei ISP4 handelt es sich um einen OPT-Transporter,
genauer Tetrapeptidtransporter, welcher unter Stickstoffmangelbedingungen
verstärkt exprimiert wird (Lubkowitz et al., 1998). In S. cerevisiae fand man
verschiedene Proteine, die Homologie zu OPT1 aus C. albicans aufwiesen.
Hierzu gehören die Genprodukte der Leserahmen YPR194c, sowie YJL212c.
Das von YJL212c codierte Protein stellte sich im Folgenden als der Glutathion-
spezifische Transporter GSH1-p oder auch Hgt1p heraus (Bourbouloux et al,
2000). Auf diesen Transporter soll im Folgenden näher eingegangen werden.
Weitere OPTs wurden in Pflanzen, wie z.B. in Arabidopsis thaliana (Koh et al.,
2002) gefunden.
1.4.2 S. cerevisiae Hgt1p/ Opt1p
Wie bereits in Abschnitt 1.4 erwähnt, gelang es Bourbouloux et al. 2000 den
für das GSH-P1-Transportsystem codierenden Leserahmen zu identifizieren
und zu klonieren. Es handelt sich hierbei um den ORF HGT1 („high affinity
glutathione transporter“; OPT1p, YJL212c), welcher für ein 96,3 kDa großes
Protein (851 AS) codiert. Disruption des ORF hatte eine stark verringerte
Glutathionaufnahme des betroffenen Stamms zur Folge. Dies konnte mittels
Glutathion-Aufnahmestudien, bei welchen radioaktiv markiertes Glutathion
verwendet wurde, nachgewiesen werden. Bei Wachstumstests auf Festmedien
mit Glutathion als einziger Schwefelquelle zeigte sich hingegen keine
phänotypische Veränderung im Vergleich zum Wildtyp. Hier konnte entweder
das zweite, weniger affine Transportsystem GSH-P2 die Disruption von HGT1
ausgleichen, oder der verwendete Agar enthielt ausreichend Sulfat. Lediglich
mit einem zusätzlichen Defekt im ORF MET17 (MET15, YLR303W), welcher für
eine O-Acetylhomoserinsulfhydrylase codiert (Kerjan et al., 1986), die an der
Sulfat-Assimilation und v.a. an der Recyklisierung des aus Glutathion
gewonnenen Sulfats beteiligt ist (s. auch Abb. 5), waren die Zellen nicht mehr in
der Lage auf Festmedien mit Glutathion als einzig verfügbarer Schwefelquelle
zu wachsen. (In S. pombe lässt sich ein zu Met17p homologes Protein finden.
Hierbei handelt es sich um das Produkt des ORF SPBC428.11.) Ähnliche
Befunde erbrachten 1998 auch die Studien von Miyake et al., auf welche
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bereits eingegangen wurde (s. 1.3). Es ist somit davon auszugehen, dass S.
cerevis iae  im Wildtyp-Zustand und bei Vorhandensein einer leicht
zugänglichen, externen Schwefelquelle das aus Glutathion gewonnene Sulfat
exkretiert oder als metabolischen Rückstand in die Vakuole einlagert. Ist
Glutathion als einzige Schwefelquelle vorhanden, so wird als nutzbarer
Schwefel vermutlich überwiegend das aus dem Abbau gewonnene Sulfat und
weniger aus Glutathion gewonnenes Cystein von der Zelle verwendet. Dies ist
jedoch nur möglich, solange die Sulfat-Assimilation (Sulfatrecyklisierung) intakt
ist und solange die Zelle in der Lage ist Glutathion zumindest in geringen
Mengen aufzunehmen. Stämme in denen sowohl MET17, als auch HGT1
disruptiert vorliegen, sind somit nicht in der Lage Glutathion als einzige
Schwefelquelle zu nutzen. In diesem Fall wird zwar noch eine geringe Menge
Glutathion über GSH-P2 aus dem Medium aufgenommen, das hieraus
gewonnene Sulfat kann jedoch nicht recyklisiert werden und auch die aus dem
Glutathionabbau gewonnene Menge an Cystein reicht nicht aus, um den
Schwefelbedarf der Zelle zu decken. Außerdem kann in diesem Fall direkt
aufgenommenes Sulfat nicht in den Assimilationsweg eingespeist werden
(Miyake et al., 1999). Da jedoch bei Kultivierung in Flüssigmedien mit GSH als
einziger Schwefelquelle durchaus ein Unterschied im Wachstum zwischen
Wildtyp und dem lediglich in HGT1 disruptierten Stamm bestand (Zhang et al.,
2004), liegt die Vermutung nahe, dass, wie bereits erwähnt, eventuell im Agar
vorhandenes Sulfat den Schwefelbedarf der Zellen abdecken konnte. Hgt1
konnte nun weiterführend charakterisiert werden. Der Km-Wert des Transporters
für Glutathion konnte über transportkinetische Studien mit [3H]GSH ermittelt
werden und liegt bei 54 µM. Die Versuche zeigten außerdem, dass der
Transport durch das Vorhandensein verschiedener Glutathionkonjugate
inhibiert wird. Hgt1p besitzt 12 putative Trans-membranregionen und ist in der
Außenmembran der Zelle, sowie dem Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert
(Hu et al., 2003). Studien von Osawa et al. (2006) weisen auf eine weitere
Funktion von Hgt1p hin und zwar identifizierten sie neben Glutathion weitere
Peptide, die von Hgt1p transportiert werden können. Hierzu gehören u.a.
verschiedene Tetra- und Pentapeptide und auch das Phytochelatin PC2, wobei
die Affinität des Transportermoleküls zu PC2 sogar höher ist, als die zu
Glutathion.
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Bei einem Sequenzvergleich der Proteinsequenz von Hgt1p mit Proteinen
anderer Organismen, fand man zahlreiche homologe Proteine aus der Familie
der OPT-Transporterfamilie in Pflanzen und Hefen. Darunter auch das aus Reis
(Oryza sativa) stammende Protein OsGT1 . Die Überexpression des
zugehörigen Leserahmens im S. cerevisiae Stamm ABC822, welcher in HGT1
disruptiert wurde, führte zur Komplementation des Δhgt1 Phänotyps (Zhang et
al., 2004). Zu den homologen Proteinen zählen auch zwei aus S. pombe
stammende Proteine. Dies ist zum einen das bereits genannte Protein ISP4 (s.
auch 1.4.1), zum anderen das Produkt des bisher nicht weiter charakterisierten
Leserahmens SPAC29B12.10c (im Folgenden Spopt1 genannt). Dieser codiert
für ein 96,3 kDa großes Protein. Die Genprodukte beider ORF wurden im
Rahmen einer „high throughput“-Lokalisations-Studie in der Außenmembran der
Zellen, sowie dem Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert (Matsuyama et al.,
2006)  und kommen somit als mögliche Kandidaten für spezifische
Glutathiontransporter in S. pombe in Frage. In tierischen Zellen wurden bisher
keine zu Hgt1p homologen Proteine gefunden.
Die Überexpression des ORF HGT1  in S. cerevisiae führt bei erhöhten
Glutathionkonzentrationen im Medium (10 mM) zu einem stark eingeschränkten
Wachstum im Vergleich zum Wildtyp, sowie zum Absterben der Zellen. Dies ist
durch eine aus der Überexpression resultierenden gesteigerten Glutathion-
aufnahme zu erklären, welche für die Zelle toxische, intrazelluläre Glutathion-
gehalte zur Folge hat (Kumar et al., 2008).
Die Produkte der Kreuzung des in HGT1 disruptierten S. cerevisiae Stammes
mit einer Gsh1 Disruptante, welche beide Disruptionen enthalten, sind nicht
lebensfähig. Denn Zellen, welche beide Disruptionen tragen sind weder in der
Lage Glutathion zu synthetisieren, noch dieses aufzunehmen. Das weiterhin in
S. cerevisiae vorhandene, unspezifische Glutathion-Transportsystem ist in
diesem Fall nicht in der Lage den Glutathionbedarf der Zellen abzudecken
(Kumar et al., 2008).
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1.5 Problemstellung
Im Rahmen dieser Arbeit sollten Experimente zur weiteren Klärung des
Glutathion- und Schwefelstoffwechsels der Spalthefe S. pombe durchgeführt
werden. Hierzu sollte zum einen der Transport des Tripeptids Glutathion, zum
anderen aber auch die Schwefelmobilisierung aus Glutathion näher untersucht
und mit den jeweiligen Gegebenheiten bei der Sprosshefe S. cerevisiae
verglichen werden.
Aminosäure-Sequenzalignments des S. cerevisiae Proteins Hgt1p mit den S.
pombe Proteinen ISP4 und dem Genprodukt des ORF Spopt1 zeigten über den
gesamten Sequenzbereich einen hohen Grad der Homologie, wobei dieser
zwischen Hgt1p und dem Produkt von Spopt1 deutlicher ausgeprägt war.
Aufgrund dieser Experimente wurden die zu den Proteinen zugehörigen
Leserahmen für Experimente zum Glutathiontransport ausgewählt, wobei das
Augenmerk v.a. auf Spopt1 gelegt werden sollte. Aber auch isp4 sollte
untersucht werden, um eine mögliche Beteiligung am Glutathiontransport
(entgegen der Literatur) feststellen bzw. diese ausschließen zu können.
Der Leserahmen Spopt1  sollte disruptiert werden. Die entstehenden
Disruptanten sollten sodann mittels verschiedener Techniken auf ihre Fähigkeit,
Glutathion aus dem Medium aufzunehmen überprüft werden. Eine Kreuzung
der SPAC29B12.10c-Disruptante mit einem Stamm mit defekter
Glutathionsynthese (Δgsh2) sollte weiteren Einblick in die phänotypischen
Folgen der Disruption von Spopt1 ermöglichen. Zusätzlich sollte Spopt1 in S.
pombe überexprimiert werden und die Disruption durch Einbringen des intakten
ORF komplementiert werden. Auch die Auswirkung einer Überexpression von
isp4  sollte analysiert werden. Des Weiteren gehörten eine Kreuz-
komplementation der Disruption von Hgt1p in S. cerevisiae mit isp4 und Spopt1,
sowie umgekehrt die Komplementation der Disruption von Spopt1 durch HGT1,
sowie die Überexpression von HGT1 in S. pombe zu den im Rahmen der Arbeit
durchzuführenden Experimenten.
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Mit Hilfe verschiedener GFP-Konstrukte sollte zudem das Produkt des ORF
Spopt1 innerhalb der Zellen lokalisiert werden. Ergänzend wurden Hydropathie-
Profile der zu untersuchenden Proteine erstellt.
Im Rahmen weiterer Untersuchung des Glutathionstoffwechsels galt es den
zum S. cerevisiae ORF MET17 (auch MET15, YLR303W) homologen S. pombe
ORF SPBC428.11 näher zu betrachten. Auch dieser Leserahmen sollte hierzu
disruptiert und überexprimiert werden. Nach erfolgter Disruption sollte die
resultierende ΔSPBC428.11-Disruptante auf Vorhandensein eines vom Wildtyp
unterschiedlichen Phänotyps geprüft werden. Eine Kreuzung mit dem im
Spopt1 disruptierten Stamm sollte das Zusammenspiel der Genprodukte beider
Leserahmen in Bezug auf den Glutathionstoffwechsel beleuchten und v.a.
Aufschluss über den Rezyklisierungs-Mechanismus des aus GSH stammenden
Schwefels bei S. pombe gewähren.
II Material und Medien
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II Material und Medien
2.1 Feinchemikalien
Agar-Agar Roth, Darmstadt
Agarose Roth, Darmstadt
Ampicillin Roth, Darmstadt
Bacto-Agar Difco, Augsburg
Ellmann’s Reagenz (DTNB) Fluka, Neu-Ulm
Geneticin (G418) Promega, Madison (USA)
Glutathion (reduziert) Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Glutathion-Reduktase Sigma-Aldrich, Deisenhofen
„Hering Sperm DNA“ Roche, Mannheim
iproof-DNA-Polymerase BioRad, Hercules (USA)
Lambda-DNA Fermentas, St. Leon-Rot
Lysozym Merck, Darmstadt
Monobromobiman Sigma-Aldrich, Deisenhofen
NADPH Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Oligonukleotide Metabion, Martinsried
Phosphatase (alkalische) Roche, Mannheim
Restriktionsenzyme New England Biolabs, Ipswich (USA); Roche,
Mannheim
T4-DNA-Ligase Roche, Mannheim
Taq-Polymerase Promega, Madison (USA)
„Yeast Nitrogen Base“ Difco, Augsburg
2.2 weitere Chemikalien
Es wurden Chemikalien der Firmen Fluka (Buchs, Schweiz), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen),
der Reinheitsstufe p. A. verwendet.
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2.3 Organismen
Eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Wildtyp Bakterien- und
Hefestämme ist in Tabelle 1 zu finden.
Tab. 1: Im Rahmen der Arbeit verwendete E. coli, S. pombe, sowie S. cerevisiae
Stämme
                     Stamm                  Genotyp                                                     Herkunft
E. coli              DH5α               F’/endA1, hsdR17(rk
-mk
+), supE44, thi-1, recA1  Hanahan
                                                  gyrA, (Nalr), relA1, Δ(lacZYA-argF)U169,            (1983)
                                                 (Φ80lacZΔM15), ampS, tetS
S. pombe          D18h-                ura4, h-, kanR                                                        Leupold (1959)
S. pombe          130h+               his3Δ, leu1-32, ura4, ade6-M210, h+
S. pombe          131h-                his3Δ, leu1-32, ura4, ade6-M216, h-
S. pombe          130h+ x 131h-   his3Δ, leu1-32, ura4, h+/ h-                                 diese Arbeit
S. pombe          46a14 h+          ura4, Δgsh2, kanR, h+                                          Promotion
                                                                                                                               N. Phlippen
                                                                                                                               (2003)
S. cerevisiae     ABC822           Matα, ura3-52, leu2-Δ1, lys2-801, his3-Δ200, Bourbouloux et
                                                  trp1-Δ63, ade2-101, hgt1-Δ::LEU2                    al. (2000)
Eine Liste der Hefe- und Bakterienstämme in welche im Rahmen dieser Arbeit
ein leeres oder rekombinantes Plasmid oder aber eine Disruption eingebracht
wurden, findet sich in Tabelle 2.
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Tab. 2: rekombinante E. coli, S. pombe, sowie S. cerevisiae Stämme (mit Vektor
oder Disruption)
                       Stamm                                          Genotyp
E. coli              DH5α pREP2                                       wie DH5α; beinhaltet den Vektor pREP2
E. coli              DH5α pREP2-Spopt1                          wie DH5α; beinhaltet den Vektor pREP2
                                                                                      mit Insert Spopt1
E. coli              DH5α pREP2-Spopt1-gfp                   wie DH5α; beinhaltet den Vektor pREP2
                                                                                      mit Insert Spopt1-gfp
E. coli              DH5α pREP2-isp4                               wie DH5α; beinhaltet den Vektor pREP2
                                                                                      mit Insert isp4
E. coli              DH5α pREP2-SPBC428.11                 wie DH5α; beinhaltet den Vektor pREP2
                                                                                      mit Insert SPBC428.11
E. coli              DH5α pCM190                                    wie DH5α; beinhaltet den Vektor
                                                                                      pCM190
E. coli              DH5α pCM190-Spopt1                      wie DH5α; beinhaltet den Vektor pCM190
                                                                                     mit Insert Spopt1
E. coli              DH5α pCM190-isp4                           wie DH5α; beinhaltet den Vektor
                                                                                     pCM190 mit Insert isp4
E. coli              DH5α pFA6a-KanMX4                      wie DH5α; beinhaltet den Vektor pFA6a-
                                                                                     KanMX4
S. pombe          D18h- pREP2                                       wie D18h-; beinhaltet den Vektor pREP2
S. pombe          D18h- pREP2-Spopt1                          wie D18h-; beinhaltet den Vektor pREP2
                                                                                      mit Insert Spopt1
S. pombe          D18h- ΔSpopt1::KanMX4                   wie D18h-; Spopt1 disruptiert
S. pombe          130h+ pREP2                                       wie 130 h+; beinhaltet den Vektor pREP2
S. pombe          130h+ pREP2-isp4                               wie 130h+; beinhaltet den Vektor pREP2
                                                                                      mit Insert isp4
S. pombe          130h+ pREP2-SPBC428.11                wie 130h+; beinhaltet den Vektor pREP2
                                                                                     mit Insert SPBC428.11
S. pombe          130h+ pREP2-Spopt1-gfp                   wie 130h+; beinhaltet den Vektor pREP2
                                                                                      mit Insert Spopt1-gfp
S. cerevisiae     ABC822 pCM190-isp4                         wie 130h+; beinhaltet den Vektor
                                                                                       pCM190 mit Insert isp4
S. cerevisiae     ABC822 pCM190-Spopt1                    wie 130h+; beinhaltet den Vektor
                                                                                       pCM190 mit Insert Spopt1
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2.4 Vektoren
Tabelle 3 beinhaltet eine Liste der in dieser Arbeit verwendeten Vektoren.
Tab. 3: Im Rahmen der Arbeit verwendete Vektoren
Plasmid                  Ausgangs-        Hefe-             Merkmale                                 Herkunft
                                plasmid          marker
pREP2                    MNS21L           URA4       Shuttlevektor für E. coli                Maundrell
                                                                           und S. pombe; ampR,                     (1990)
                                                                           Expressionsvektor mit nmt1-
                                                                           Promotor und -Terminator
pREP2-gfp              pREP2              URA4        s. pREP2; C-terminaler gfp-Tag   Diplomarbeit
                                                                                                                                  J. Hellenbrand
                                                                                                                                  (2007)
pFA6a-KanMX4                              kanR         Shuttlevektor für E. coli                 Wach et al.
                                                                          und S. pombe; zur Herstellung       (1994)
                                                                          von Disruptionskassetten
pCM190                 YCplac22         URA3        Shuttlevektor für E. coli                Gari et al.
                                                                           und S. cerevisiae, ampR,                (1996)
                                                                           tetracyklinreprimierbarer
                                                                           Expressionsvektor; episomal
(Siehe auch Vektorkarten im Anhang)
2.5 Synthetische Oligonukleotide
Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma
Metabion (Martinsried) bezogen. Die Oligonukleotide waren mittels HPLC
gereinigt worden. Die Sequenzen der für die Klonierung eingesetzten Primer
sind in Tabelle 4 aufgelistet. Tabelle 5 beinhaltet zudem die Primer zur Kontrolle
auf Vorhandensein der verschiedenen Disruptionen.
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Tab. 4: Primer für die Klonierung
Name                           Sequenz (5'-3')                                                                    Restriktions-
                                                                                                                                  schnittstellen
29B12-fw-BamHI         AAAAAAGGATCCATGACAGCTCGCAATTCTGC        BamHI
29B12-rev-SmaI           AAAAAACCCGGGTTACCAATTGGTGTAACC             SmaI
29B12-rev-BamHI        AAAAAAGGATCCCCAATTGGTGTAACCAAAGG      BamHI
29B12-rev-SmaI-F1     AAAAAACCCGGGACAATGAAACTGATGCTC            SmaI
29B12-fw-SacI-F2       AAAAAAGAGCTCCTTTTTGATAGGTGCA                   SacI
isp4-fw-BamHI            AAAAAAGGATCCATGATCGGTTCCAT                        BamHI
isp4-rev-SmaI              AAAAAACCCGGGTTACCATTCG                                   SmaI
isp4-rev-NotI               AAAAAAGCGGCCGCTTACCATTCGGCGGGA             NotI
BC428-fw-BamHI       AAAAAAGGATCCATGCCAGTCGAGAGTGAACA      BamHI
BC428-rev-SmaI         AAAAAACCCGGGTTAGGCAACTTCCAAAGCTT        SmaI
BC428-rev-SmaI-F1   AAAAAACCCGGGTAATCCGAACAAGCGGCC             SmaI
BC428-fw-SacI-F2     AAAAAAGAGCTCATCGCTCCTGCCTATACCAC         SacI
HGT1-fw-SalI               AAAAAAGTCGACATGAGTACCATTT                            SalI
HGT1-rev-BamHI        AAAAAAGGATCCTTACCACCATTTA                            BamHI
Tab. 5: Kontroll-Primer
Name                                                      Sequenz (5'-3')
29B12-dk-fw                                          CTCAATTTCGGTTGAAAAGC
29B12-dk-rev                                         GAACGGATTTGGCCTGTTGA
kan-dk-fw                                               GCCTGTTGAACAAGTCTGGA
kan-dk-rev                                              AATCGATAGATTGTCGCACC
BC428-dk-fw                                         ATAAGCGCTAGTGTATCAGT
BC428-dk-rev                                        GTTAGCCATTAGTAGTGCAC
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2.6 Rekombinante Plasmide
Tabelle 6 gibt eine Übersicht über die mittels PCR amplifizierten DNA-
Konstrukte, sowie über die resultierenden, im Rahmen dieser Arbeit
hergestellten rekombinanten Plasmide.
Tab. 6: Synthetisierte DNA-Konstrukte zur Herstellung rekombinanter Plasmide
Oligonukleotid           PCR-Fragment                     Restriktions-             Vektor
                                                                                    schnittstellen
a) Amplifikation des S.pombe ORF Spopt1
29B12-fw-BamHI          gesamter ORF (2556 bp)                 BamHI            pREP2- Spopt1 ;
                                                                                                                        pCM190-Spopt1
29B12-rev-SmaI                                                                      SmaI
29B12-fw-BamHI          gesamter ORF (2556 bp)                 BamHI            pREP2- Spopt1-gfp
29B12-rev-BamHI                                                                  BamHI
b) Amplifikation der flankierenden Sequenzen des ORF Spopt1 zur Herstellung einer
    Disruptionskassette
29B12-fw-BamHI         Fragment 1                                        BamHI           pFA6a-F1-
                                     (560 bp des ORF-Anfangs)                                      KanMX4
29B12-rev-SmaI-F1                                                                SmaI              (Spopt1)
29B12-fw-SacI-F2        Fragment 2                                        SacI               pFA6a-F1-
                                     (403 bp des ORF-Endes)                                         KanMX4-F2
29B12-rev-SmaI-F2                                                                SmaI             (Spopt1)
c) Amplifikation des S. pombe ORF isp4
isp4-fw-BamHI             gesamter ORF (2358 bp)                  BamHI           pREP2-isp4
isp4-rev-SmaI                                                                          SmaI
isp4-fw-BamHI             gesamter ORF (2358 bp)                  BamHI           pCM190-isp4
isp4-rev-NotI                                                                            NotI
e) Amplifikation des S. pombe ORF SPBC428.11
BC428-fw-BamHI        gesamter ORF (1290 bp)                  BamHI           pREP2-
                                                                                                                      SPBC428.11
BC428-rev-SmaI                                                                    SmaI
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Oligonukleotid           PCR-Fragment                     Restriktions-             Vektor
                                                                                    schnittstellen
f) Amplifikation der flankierenden Sequenzen des ORF SPBC428.11 zur Herstellung einer
    Disruptionskassette
BC428-fw-BamHI         Fragment 1                                      BamHI                 pFA6a-F1-
                                      (150 bp des ORF-Anfangs)                                          KanMX4
BC428-rev-SmaI-F1                                                              SmaI                   (SPBC428.11)
BC428-fw-SacI-F2       Fragment 2                                       SacI                    pFA6a-F1-
                                     (150 bp des ORF-Endes)                                             KanMx4-F2
BC428-rev-SmaI-F2                                                              SmaI                  (SPBC428.11)
g) Amplifikation des S. cerevisiae ORF HGT1
HGT1-fw-SalI                 gesamter ORF (2400 bp)                 SalI                     pREP2-HGT1
HGT1-rev-BamHI                                                                    BamHI
2.7 Kultivierungsmedien
Alle Medien wurden zur Sterilisation 20 min bei 121°C autoklaviert. Hitzelabile
Lösungen wurden vor Zugabe zu bereits autoklavierten Medien sterilfiltriert.
2.7.1 S. pombe
S. pombe Zellen wurden standardmäßig in YE-Vollmedium kultiviert.
Zusammensetzung:
• 0,5 % Hefeextrakt
• 3 % Glucose
Bei Verwendung des Stammes S. pombe D18h- wurde das Medium zusätzlich
mit jeweils 1 % Uracil, Histidin, Leucin und Adenin (jeweils aus 50 %-igen
Lösungen) supplementiert. Transformierte S. pombe Zellen wurden in EMM-
Medium, welches entsprechend des Selektionsmarkers supplementiert wurde,
angezogen.
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Zusammensetzung:
• 0,3 % Kaliumhydrogenphtalat
• 3 % Glucose
• 0,5 % Ammoniumchlorid
• 0,3 % Dinatriumhydrogenphosphat
• je 0,025 % der jeweiligen Supplemente (Ura, His, Leu, Ade)
nach dem Autoklavieren wurde zugegeben (in 100 ml):
• 2 ml Salzstammlösung (50-fach)
• 10 ml Mineralstammlösung (10000-fach)
• 100 ml Vitaminstammlösung (1000-fach)
50-fach Salzstammlösung (sterilfiltriert):
• MgCl2*6H2O: 53 g/L (5,2 mM)
• CaCl2*2H2O: 0,735 g/L (0,1 mM)
• KCl: 50 g/L (13,4 mM)
• Na2SO4: 2 g/L (0,28mM)
Für schwefelfreie Medien wurde Na2SO4 durch NaCl (äquimolare Menge)
ersetzt.
10000-fach Mineralstammlösung (sterilfiltriert):
• H3BO3: 0,05 g/L (8,1 mM)
• MnSO4: 0,04 g/L (2,37 mM)
• ZnSO4*7H2O: 0,04 g/L (1,39 mM)
• FeCl3*6H2O: 0,02 g/L (0,74 mM)
• MoO4*2H2O: 0,016 g/L (0,25 mM)
• KI: 0,01 g/L (0,6 mM)
• CuSO4*5H2O: 0,004 g/L (0,16 mM)
• Zitronensäure: 0,01 g/L (4,76 mM)
Für schwefelfreie Medien wurden alle enthaltenen Sulfate durch die
entsprechenden Chloride (äquimolare Menge) ersetzt.
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1000-fach Vitaminstammlösung (sterilfiltriert):
• Nicotinsäure: 0,1 g/L (81,2 mM)
• Inositol: 0,1 g/L (55,5 mM)
• Biotin: 0,0001 g/L (40,8 mM)
• Pantothensäure: 0,01 g/L (4,2 mM)
Bei Verwendung des Kan-Markers wurde YE + Geneticin (G 418) für die
Kultivierung benutzt.
Zusammensetzung:
• wie YE-Medium
nach dem Autoklavieren wurde zugegeben:
• 150 mg/L G 418 Sulfat (Promega, USA)
Um Zellen von S. pombe verschiedenen Paarungstyps zu kreuzen, wurden
diese auf EMMG-Medium kultiviert.
Zusammensetzung:
• wie EMM-Medium
• Ammoniumchlorid durch 1 g/L Natriumglutamat ersetzt
Um die diploiden Zellen nach Kreuzung zur Sporulation zu bringen, wurden sie
auf ME-Medium gestrichen.
Zusammensetzung:
• 3 % Malzextrakt
• 2 % Agar
Festmedien wurden mit 2 % Agar versetzt (für EMM-Medien wurde Bactoagar
verwendet).
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2.7.2 S. cerevisiae
S. cerevisiae Zellen wurden standardmäßig in YEP-Medium kultiviert.
Zusammensetzung:
• 0,5 % Hefeextrakt
• 2 % Pepton
• 3 % Glucose
Transformierte S. cerevisiae Zellen wurden in YNB-Minimalmedium, welches
entsprechend des Selektionsmarkers supplementiert wurde, angezogen.
Zusammensetzung:
• 0,67 % Yeast Nitrogen Base
• 0,5 % Ammoniumsulfat (für Schwefel-freie Medien wird Ammonium-
chlorid verwendet)
• 2 % Glucose
• 0,01 % Supplemente (Stammlösung 100 x: 10 mg/ml)
Festmedien wurden mit 2 % Agar versetzt (für YNB-Medien wurde Bactoagar
verwendet).
2.7.3 E. coli
E. coli Zellen wurden standardmäßig in LB-Medium kultiviert.
Zusammensetzung:
• 1 % Pepton
• 1 % NaCl
• 0,5 % Hefeextrakt
Zur Selektion nach Transformation wurde das Medium nach dem Autoklavieren
mit Ampicillin (5 µg/ml) komplementiert (LBA-Medium).
Festmedien wurden mit 2 % Agar versetzt.
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III Methoden
Alle hier aufgeführten, mit S. pombe durchgeführten Methoden, basieren auf
dem von Nurse (2000) veröffentlichten „Fission yeast handbook“.
Alle molekularbiologischen Methoden wurden nach Sambrook et al. (1989)
durchgeführt.
3.1 Mikrobiologische Methoden
3.1.1 Kultivierung der Mikroorganismen
S. pombe
S. pombe Stämme wurden standardmäßig schüttelnd bei 28°C inkubiert.
S. cerevisiae
Die Anzucht von S. cerevisiae unter Schütteln bei 28°C.
E. coli
Die Anzucht von E. coli Zellen erfolgte unter Schütteln bei 37°C.
3.1.2 Dauerkulturen
Zur Herstellung von Hefe- bzw. Bakteriendauerkulturen wurden die zu
lagernden Stämme im entsprechenden Flüssigmedium angezogen und zur
Aufbewahrung bei -70°C mit 30 bzw. 15 % steril filtriertem Glycerin versetzt.
3.1.3 Paarungstyp-Bestimmung von S. pombe durch Kreuzung mit
Teststämmen
Reagenzien und Medien:
• ME-Platten
S. pombe Teststämme (h- bzw. h+) wurden linear auf Malzextrakt-Platten
ausgestrichen (je eine Platte pro Stamm). Der zu untersuchende Stamm wurde
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nun senkrecht zum Ausstrich des jeweiligen Teststammes auf die Platte
aufgebracht, so dass ein Kreuzungsbereich entstand. Die Platten wurden im
Folgenden 2-3 Tage bei 28°C inkubiert. Anschließend wurde Zellmaterial aus
den Kreuzungsbereichen abgeimpft und mikroskopiert. Bei stattgefundener
Kreuzung waren so Asci erkennbar. Eine Kreuzung fand lediglich dann statt,
wenn der Teststamm den zum zu untersuchenden Stamm entgegengesetzten
Paarungstyp besaß. Hieraus ließ sich nun indirekt der Paarungstyp des zu
untersuchenden Stammes schließen.
3.1.4 Kreuzung von S. pombe
Eine Kreuzung wird bei Hefen zu verschiedenen Zwecken eingesetzt. Am
häufigsten ist sicher der Fall, dass Stämme, die unterschiedliche Mutationen
oder Gendisruptionen tragen, miteinander gekreuzt werden. Hierbei erhält man
Zellen, welche nun die verschiedenen Veränderungen in Kombination
beinhalten. So lassen sich auf einfache Weise doppelt disruptierte Stämme
herstellen, deren Phänotyp untersucht werden kann. Des weiteren ist die
Kreuzung eine Methode, um Plasmide in sehr schwer transformierbare Stämme
einzubringen. Hierzu wird zunächst ein gut zu transformierender Hefestamm mit
dem gewünschten Plasmid transformiert, dieser wird sodann mit dem
eigentlichen Stamm gekreuzt und es wird auf das Vorhandensein des Plasmid-
Markers hin selektiert.
Reagenzien und Medien:
• YE-Platten
• EMMG-Platten
• ME-Platten
Zunächst wurden die zu kreuzenden Stämme zentral und balkenförmig auf zwei
getrennte YE-Platten ausgestrichen, diese wurden bei 28°C inkubiert. Nach
ausreichendem Wachstum wurden die oben beschriebenen Platten zum
Überstempeln verwendet. Mit einem sterilen Samtstempel wurde von beiden
Platten Zellmaterial abgehoben und auf eine EMMG-Platte übertragen. Dies
geschah so, dass sich die beiden Stämme in der Mitte der Platte überkreuzten.
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Auch diese Platte wurde einige Tage bei 28 °C bebrütet. Aus dem
Kreuzungsbereich wurde im Folgenden mit Hilfe einer Impföse etwas
Zellmaterial abgenommen und möglichst dünn auf eine ME-Platte gestrichen.
Auch diese wurde bei 28°C inkubiert (5-7 Tage). Täglich wurde Zellmaterial
abgenommen und unter dem Mikroskop auf Vorhandensein von Asci hin
geprüft. Im Anschluss wurden die entstandenen Sporen je nach Gegebenheiten
mittels Freisporenanalyse oder Tetradenanalyse untersucht und charakterisiert.
3.1.5 Freisporenanalyse bei S. pombe
Eine Freisporenanalyse nach vorangegangener Kreuzung ist immer dann
sinnvoll, wenn sicher ist, dass der entstehende Stamm lebensfähig ist (sich also
beispielsweise eine vorhandene Doppeldisruption nicht letal auswirkt), da sie im
Gegensatz zur aufwendigeren Tetradenanalyse recht einfach und schnell
durchzuführen ist. Bei der Freisporenanalyse werden nicht einzelne Sporen
untersucht, sondern die Gesamtpopulation der vorhandenen Sporen.
Reagenzien und Medien:
• 100 % Ethanol
• YE-Platten
• EMM-Platten
Das auf den ME-Platten nach Kreuzung (s. 3.1.4) vorhandene, sporenhaltige
Zellmaterial wurde mit 1,5 ml sterilem A. dest. von der Platte gespült und in ein
steriles 2 ml Eppendorfgefäß überführt. Die Suspension wurde zur Abtötung
vegetativer Zellen mit 700 µL Ethanol versetzt und 30 min bei 18°C inkubiert.
Die nun freien Sporen wurden sodann in geeigneten Verdünnungen zum einen
auf YE-Platten, zum anderen auf EMM-Platten bzw. YE + G418 (zur Selektion
auf Vorhandensein beider Disruptionen) ausplattiert. Alle Platten wurden bei
28°C inkubiert.
IV Methoden
31
3.1.6 Tetradenanalyse bei S. pombe
Die Tetradenanalyse kommt immer dann zur Anwendung, wenn nicht bekannt
ist, ob ein durch Kreuzung entstehender Phänotyp letal ist oder nicht. Im
Gegensatz zur Freisporenanalyse werden bei der Tetradenanalyse jeweils die
Sporen einzelner Asci untersucht. Hierzu werden die Asci zunächst mit Hilfe
eines Mikromanipulators voneinander getrennt, anschließend werden dann die
enthaltenen Sporen heraus präpariert und auf der Platte aufgereiht. Die
Tetradenanalyse ist somit wesentlich aufwendiger, aber auch wesentlich
genauer als die vorher beschriebene Freisporenanalyse.
Reagenzien und Medien:
• YE-Platten
• EMM-Platten
Die ME-Platten nach Kreuzung (s. 3.1.4) wurden maximal zwei Tage bei 28°C
bebrütet (sie sollten nicht länger inkubiert werden, damit die Ascuswand noch
intakt ist). Von den Platten wurde wenig Zellmaterial abgenommen und
strichförmig, möglichst dünn auf eine YE-Platte ausgestrichen. Die Platte wurde
sodann auf dem Mikromanipulator platziert und auf Vorhandensein von Asci
untersucht. Einzeln liegende Asci wurden mit der Mikromanipulationsnadel
aufgenommen und mit einem Abstand von je 3 mm zueinander aufgereiht.
Anschließend wurden die Asci aufgebrochen (i.d.R reichte es die Asci
mehrmals mit der Nadel zu berühren, um sie zu öffnen). Die Sporen je eines
Ascus wurden ebenfalls mit einem Abstand von etwa 3 mm in einer Reihe
abgelegt. Die fertige Platte wurde bei 28°C inkubiert und täglich auf Auskeimen
der Sporen hin untersucht. Im Anschluss wurde zunächst bestimmt wie viele
Sporen der einzelnen Asci fähig waren zu wachsen (die Anzahl lässt bereits
darauf schließen, ob eine Doppeldisruption letal ist), anschließend wurden die
Kolonien, die aus jeweils einer Spore entstanden auf geeignete EMM-Platten
bzw. YE + G418 (zur Selektion auf Vorhandensein beider Disruptionen)
überimpft. Die Platten wurden erneut bei 28°C bebrütet.
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3.1.7 Isolation eines diploiden S. pombe Stammes
Gelegentlich ist es sinnvoll einen diploiden Stamm für die Transformation mit
einer Disruptionskassette zu verwenden. Dies ist dann der Fall, wenn nicht
bekannt ist, ob die Disruption des zu untersuchenden Gens einen letalen
Phänotyp hervorruft. Da ein diploider Stamm nach Disruption zusätzlich das
intakte Allel enthält, ist er in jedem Fall in der Lage zu wachsen und kann im
Anschluss zur Sporulation gebracht werden. Die entstehenden haploiden Zellen
können dann auf das Vorhandensein der gewünschten Disruption hin
untersucht werden. Da S. pombe nicht stabil diploid wächst, macht man sich ein
Selektionssystem zu Nutze, mit welchem man gezielt auf diploide Zellen hin
selektieren kann. Dieses System beruht auf der Kreuzung zweier Stämme,
welche beide eine Mutation im ade6-Gen beinhalten, wobei sich die Mutationen
jedoch an unterschiedlichen Positionen befinden (ade6-M210 und ade6-M216)
und sich somit auf Proteinebene gegenseitig komplementieren. Streicht man
nach Kreuzung Zellmaterial auf Minimalmedium ohne Ade, so sind lediglich
diploide Zellen in der Lage darauf zu wachsen. Auf Vollmedium bilden die
beiden Haplonten rötliche Kolonien, was auf die Mutationen im ade6-Gen und
die daraus resultierende Anhäufung eines rot pigmentierten Intermediates des
Adenin-Stoffwechsels innerhalb der Zelle, zurückzuführen ist. Im Gegensatz
dazu erscheinen Kolonien diploider Zellen weiß, da sich die Mutationen
komplementieren und die Anhäufung des Adenin-Precursors ausbleibt.
Reagenzien und Medien:
• YE-Platten
• EMMG-Platten
• EMM-Platten ohne Ade
Die Stämme S. pombe 130h- und 130h+ wurden zunächst wie unter Punkt 3.1.4
beschrieben miteinander gekreuzt, wobei die auf den EMMG-Platten
angewachsenen Kreuzungsansätze nicht zur Sporulation auf ME-Platten
überimpft wurden, sondern stattdessen auf YE-Platten übertragen wurden.
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Nach Inkubation der Platten bei 28°C wurde Zellmaterial weißer Kolonien
abgenommen und unter dem Mikroskop untersucht. Zusätzlich wurden weiße
Kolonien auch auf EMM-Platten ohne Adenin überimpft.
3.1.8 Plasmidverlusttest
Um festzustellen, inwieweit ein in Hefen eingebrachtes Plasmid stabil ist und
inwieweit ein beobachteter Phänotyp auf ein eingebrachtes Plasmid
zurückzuführen ist, wird ein Plasmidverlusttest durchgeführt. Bei Kultivierung
transformierter Zellen auf Medien ohne entsprechenden Selektionsdruck verliert
ein Teil der Zellen das eingebrachte Plasmid, der plasmidcodierte Phänotyp
sollte somit ebenfalls verloren gehen.
Reagenzien und Medien:
• YE-Medium (flüssig)
• YE-Platten
• EMM-Platten
Eine einzelne Kolonie des zu untersuchenden Stammes wurde in YE-
Flüssigkultur bis zur stationären Phase angezogen (2-3 Tage bei 28°C) und
anschließend in frisches YE-Medium überimpft. Dieser Vorgang wurde im
Folgenden neunmal wiederholt. Zuletzt wurde ein Aliquot der Kultur entnommen
und auf einige YE-Platten ausplattiert. Nach etwa 2-tägiger Bebrütung bei 28°C
wurden die so hergestellten Platten zum Überstempeln auf EMM-Platten, die
auf den jeweiligen Marker hin selektieren, verwendet. Auch diese Platten
wurden bei 28°C inkubiert und nach ca. 3 Tagen ausgewertet und mit den
Ausgangs-YE-Platten verglichen. Der Anteil an Zellen, welche das Plasmid
verloren hatten, wurde anhand der Koloniezahl bestimmt.
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3.1.9 Test auf Wachstum mit GSH als einziger Schwefelquelle
Reagenzien und Medien:
• EMM-Medium (flüssig)
• EMM-Medium ohne Schwefelquelle (flüssig)
• EMM-Medium mit 50 µM GSH als Schwefelquelle (flüssig)
• EMM-Medium mit 100 µM GSH als Schwefelquelle (flüssig)
Zu untersuchende S. pombe Stämme wurden in entsprechenden
Selektivmedien vorkultiviert (2 Tage bei 28°C) und anschließend in je 300 ml
EMM-Flüssigmedien mit GSH als einziger Schwefelquelle (50 und 100 µM)
überimpft. Zur Kontrolle wurden zusätzlich einmal 300 ml EMM ohne
Schwefelquelle und einmal EMM mit regulärer Schwefelquelle (NaSO4)
angeimpft. Die Zellen nach Vorkultivierung wurden mit Hilfe der Thoma-
Kammer ausgezählt und die Hauptkulturen wurden stets mit der gleichen
Zellzahl beimpft. Die Kultivierung erfolgte über 16, 26 bzw. 40 h. Nach erfolgter
Kultivierung wurden die Zellen aus 300 ml Kultur durch Zentrifugation (10 min,
4000 rpm) geerntet, die Pellets einmal mit je 5 ml A. dest. gewaschen und
anschließend in je 1-5 ml A. dest. (je nach Größe des Pellets) aufgenommen.
Die Zellsuspensionen wurden in Rundkolben überführt und im EtOH-Bad
eingefroren. Anschließend wurden die Proben für 3-5 h lyophilisiert.
Zur Bestimmung des Zelltrockengewichts wurden die Lyophilisatmengen auf
der Feinwaage ausgewogen und notiert. Die Lyophilisate wurden im Folgenden
auch für die Bestimmung des Gesamt-Glutathiongehaltes (s. 3.3.1) verwendet.
Zusätzlich wurden Wachstumskurven aufgenommen. Zu diesem Zweck wurden
je 200 ml EMM, EMM ohne Schwefelquelle, sowie EMM + 50µM GSH als
Schwefelquelle mit etwa 108 Zellen des zu untersuchenden S. pombe-Stammes
angeimpft und bei 28°C geschüttelt. Sodann wurde alle 2h die OD600 bestimmt,
wobei gegen EMM-Medium gemessen wurde. Die erhaltenen Werte wurden
graphisch aufgetragen. Mit Hilfe der Graphen wurden nun Wachstumsrate und
Verdopplungszeit der untersuchten Stämme bestimmt.
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3.1.10 Fluoreszenzmikroskopie
Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie ist es möglich durch Anregung mit Licht
einer bestimmten Wellenlänge Zellstrukturen nach entsprechender Markierung
zum Fluoreszieren zu bringen. Dies ermöglicht beispielsweise das
Sichtbarmachen der Kompartimente einer Zelle (nach Färbung mit spezifischen
Fluoreszenzfarbstoffen) aber auch und v.a. die Lokalisierung zu
charakterisierender Genprodukte (nach Transformation und anschließender
Expression eines GFP-Konstruktes).
Die zu untersuchenden Zellen wurden i.d.R. auf Platten (gemäß des
verwendeten Selektionsmarkers) angezogen. Von den Platten wurde steril
etwas Zellmaterial abgenommen und auf einen Objektträger überführt. In den
meisten Fällen wurde auf eine Fixierung der Zellen verzichtet. Das Präparat
wurde lediglich einige Zeit antrocknen gelassen. War eine Fixierung dennoch
nötig, da sich die Zellen zu stark bewegten, so wurde mit mit 0,01 % Agarose
beschichteten Deckgläschen gearbeitet. Die Präparate wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Gerät Orthoplan von Leitz; Wetzlar) dann zunächst bei
Durchlicht und 400-facher Vergrößerung betrachtet und eine geeignete Stelle
mit möglichst ruhig liegenden Zellen gesucht. Anschließend wurden die Zellen
einem Anregungslicht mit einer Wellenlänge von 405 nm (Filterkombination 2/2)
ausgesetzt und auf Fluoreszenz hin untersucht (Ausstrahlungswellenlänge 508
nm). Ausreichend fluoreszierende Zellen wurden im Folgenden einmal als
Durchlichtbild und einmal im angeregten Zustand fotografiert.
[Vorbehandlung zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung von mit
Monobromobiman gefärbten Zellen s. 3.1.11.]
3.1.11 Anfärben von Zellen mit Monobromobiman
Monobromobiman ist eine an sich nicht fluoreszierende Substanz, die jedoch
spontan mit den in der Zelle enthaltenen Thiolen reagiert, wobei es zur Bildung
fluoreszierender Produkte kommt. Diese emittieren nach Anregung mit Licht
einer Wellenlänge von 390-410 nm Licht im Bereich von 460 nm. Dies lässt sich
beispielsweise fluoreszenzmikroskopisch nachweisen. Mit Glutathion bildet
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Monobromobiman das ebenfalls fluoreszierende Biman-S-Glutathion, welches
den überwiegenden Anteil der detektierbaren Thiol-Biman-Konjugate in mit
Monobromobiman behandelten Zellen ausmacht (s. Abb. 7). Monobromobiman
ist somit geeignet, um in Hefezellen enthaltenes Glutathion sichtbar zu machen
und es innerhalb der Zelle zu lokalisieren.
Abb. 7: Reaktion von Monobromobiman und Glutathion
Reagenzien:
• Monobromobiman-Stammlösung (1mM)
Anzufärbende Zellen wurden nach Kultivierung geerntet (1 ml der Kultur wurde
5 min bei 4000 rpm abzentrifugiert) und mit A. dest. gewaschen. Die Zellen
wurden in A. dest. aufgenommen, mit Monobromobiman in einer
Endkonzentration von 100 µM versetzt und 2 h bei 28°C inkubiert.
Anschließend wurden die Zellen erneut abzentrifugiert und mit A. dest.
gewaschen. Das Zellpellet wurde sodann in 200 µL A. dest. aufgenommen und
weitere 30 min bei 28°C inkubiert (zur Vakuolenfusion). Die so behandelten
Zellen wurden dann wie unter Punkt 3.1.10 beschrieben unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet (Meyer et al., 2001).
3.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.1 Transformation von E. coli
Zellen gram- Bakterien, zu welchen auch E. coli gehört besitzen keine natürliche
Kompetenz, die sie zur Aufnahme artfremder DNA befähigt. Durch Behandlung
der Zellen mit divalenten Kationen in der Kälte (während der log-Phase) kann
IV Methoden
37
die Kompetenz jedoch induziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Rubidiumchlorid-Methode nach Sambrook et al. (1989) verwendet.
Herstellung kompetenter Zellen:
Reagenzien und Medien:
• LB-Medium (flüssig)
• TFBI-Lösung: 30 mM KAc; 50 mM MnCl2;; 100 mM RuCl2;;
                                    10 mM CaCl2;; 15% Glycerin;
                                     pH 5,8                                                                        steril
• TFBII-Lösung: 10 mM MOPS; 75 mM CaCl2;; 10 mM RuCl2;   filtrieren
                                     15% Glycerin; pH 6,8
• LBA-Platten
Zellen des E. coli Stammes DH5α wurden ÜN in 20 ml VK-Medium (LB) bei
37°C schüttelnd inkubiert. Anschließend wurden 200 ml HK-Medium (LB) mit 1-
2% der VK angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,4 bei 37°C geschüttelt. Die
gesamte Kultur wurde sodann auf Eis abgekühlt und 10 min bei 3000 rpm und
4°C abzentrifugiert. Nach Dekantieren des Überstandes wurde das Zellpellet in
15 ml TFBI-Lösung resuspendiert und 15 min lang auf Eis inkubiert. Die
Zellsuspension wurde erneut 10 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert und der
Überstand verworfen. Das Pellet wurde nun in 2 ml TFBII-Lösung
aufgenommen. Die so hergestellten kompetenten Zellen wurden a’ 100 µl
aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Aliquots kompetenter Zellen wurden auf
Eis aufgetaut und mit einer geeigneten Menge der einzubringenden Plasmid-
DNA (50-100 ng) versetzt. Ein weiteres Aliquot diente als Negativkontrolle und
wurde lediglich mit A. dest. versetzt. Alle Ansätze wurden im Folgenden für 20
min auf Eis inkubiert, 45 sec lang auf 42°C erwärmt (Hitzeschock) und für
weitere 2 min auf Eis gehalten. Die so behandelten Zellen wurden mit
vortemperiertem LB-Medium versetzt und 30 min bis 1h lang bei 37°C inkubiert.
Es folgte das Ausplattieren auf LBA-Platten. Hierzu wurden von jedem der
Ansätze je 50 und 100 µl sowie das herunter zentrifugierte Zellpellet mittels
Drigalski-Spatel ausplattiert. Die Platten wurden ÜN bei 37°C bebrütet. Zur
weiteren Untersuchung wurden Einzelkolonien mit Hilfe steriler Zahnstocher
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abgenommen und punktförmig auf LBA-Masterplatten aufgebracht bzw. in
Zentrifugenröhrchen mit je 5 ml LBA-Medium überführt. Platten und Röhrchen
wurden ebenfalls ÜN bei 37°C bebrütet.
 3.2.2 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli
Mit Hilfe der sogenannten Spin-Prep-Methode lässt sich mittels alkalischer Lyse
der Bakterienzellen und anschließender Adsorption der darin enthaltenen
Plasmid-DNA an eine Membran sehr reine und hoch konzentrierte Plasmid-
DNA gewinnen. Diese eignet sich sowohl zur Sequenzierung, als auch für
Klonierungsarbeiten. Es wurde ein Kit der Firma Qiagen verwendet. Die
Versuchsdurchführung erfolgte gemäß Herstellerangaben.
3.2.3 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli (Boiling-Präparation)
Die mit Hilfe der Boiling-Präparation gewonnene Plasmid-DNA ist nicht so rein
und lässt sich nicht so lange lagern, wie die mittels Spin-Prep isolierte. Sie
eignet sich jedoch zur Restiktionsanalyse und ist auch bedingt als PCR-
Template verwendbar.
Reagenzien:
• STET-Puffer: 8 % Sucrose, 0,5 % TritonX-100; 50 mM Tris/HCl (pH 8,0);
50 mM EDTA
• Natrium-Acetat-Lösung: 2,5 M (pH 5,2)
• 100 % Isopropanol
• 70 % Ethanol
• TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl (pH 7,4); 1 mM EDTA (pH 8,0)
• Tris/HCl-Puffer: 400 mM (pH 7,4)
Die Zellen aus 1,5-3 ml einer über Nacht gewachsenen E. coli Kultur wurden
abzentrifugiert (5 min, 6000 U/min), das Zellpellet sorgfältig in 350 µl STET-
Puffer resuspendiert, mit 25 µl Lysozymlösung (10 mg/ml in STET-Puffer)
versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde die so behandelte
Probe 45 sec lang in ein siedendes Wasserbad getaucht, das entstehende
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Lysat bei 13000 U/min abzentrifugiert (10 min) und das Pellet mit einem sterilen
Zahnstocher entfernt. Die im Eppendorfgefäß verbleibende Flüssigkeit wurde
mit 40 µl Na-Acetat-Lösung und 420 µl Isopropanol versetzt und 5 min lang bei
RT inkubiert. Nach einer 10-minütigen Zentrifugation bei 15000 U/min und 4°C
wurde das Pellet in 500 µl 70 %-igem Ethanol resuspendiert. Die so ausgefällte
DNA wurde 3 min lang bei 13000 U/min abzentrifugiert und nach Verwerfen des
Überstandes getrocknet. Die DNA wurde in 30-50 µl in TE-Puffer (bzw.
Tris/HCl-Puffer zur Herstellung von PCR-Templates) aufgenommen und bei -
20°C gelagert.
3.2.4 Hefetransformation (Lithiumacetatmethode)
Reagenzien und Medien:
• YE-Medium (flüssig)
• (TE)-LiAc-Puffer: 10 mM TE; 100 mM LiAc
• PEG-(TE)-LiAc-Puffer: 40 % PEG4000;
• 100 mM LiAc, 10 mM TE                                                              auf 28°C
vortemperiert
• YE-Medium (flüssig, halbkonzentriert)
• 0,9 %-ige NaCl-Lösung
• EMM-Platten (je nach Selektionmarker supplementiert)
S. pombe Zellen wurden ÜN in 20 ml Vorkulturmedium (YE) bei 28°C schüttelnd
inkubiert. Anschließend wurden 200 ml Hauptkulturmedium (YE) mit 1-2 % der
Vorkultur angeimpft. Die Hauptkultur wurde analog zur Vorkultur behandelt. Am
Tag der Transformation wurde die Zellzahl der Hauptkultur mit Hilfe einer
Thoma-Zählkammer bestimmt.
Die Zellen der Hauptkultur wurden mittels Zentrifugation (5 min bei 3000 rpm;
GSA-Rotor) pelletiert, das Pellet zweimal mit je 10 ml sterilem A. dest.
gewaschen und nach erneuter Zentrifugation (wie oben) in 10 ml temperiertem
(TE)-LiAc-Puffer resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
(analog) wurden die Zellen in 1 ml (TE)-LiAc-Puffer aufgenommen und in ein
1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Zur Induktion der Kompetenz wurden die so
IV Methoden
40
behandelten Zellen 1 h lang bei 28°C inkubiert, wobei sie alle 10-15 min
aufgeschüttelt wurden.
Für die eigentliche Transformation wurden zunächst 20 µl Carrier-DNA (hering
sperm DNA; 10 mg/ml) 10 min lang aufgekocht und auf Eis aufbewahrt.
Anschließend wurden folgende Ansätze zusammen pipettiert:
1) Kontrollansatz (Negativkontrolle):
• 100 µl kompetente Zellen
• 5 µl Carrier-DNA (50 µg)
2) Transformationsansatz:
• 100 µl kompetente Zellen
• 5 µl Carrier-DNA (50 µg)
• 5-15 µl der jeweiligen Plasmid-DNA (mind. 1 µg)
Beide Ansätze wurden im Anschluss 1 h lang bei 28°C inkubiert und alle 10-15
min kurz aufgeschüttelt. Nach Zugabe von je 1 ml vortemperierter PEG-(TE)-
LiAc-Lösung folgte erneut eine 1-stündige Inkubation bei 28°C.
Die Hitzeschockbehandlung erfolgte dann durch 15-minütige Inkubation bei
45°C (leicht schüttelnd im Thermoblock), sowie 10-minütiges Abkühlen auf RT.
Zur Regeneration wurden alle Ansätze 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert
(Eppifuge), die Überstände verworfen und die entstandenen Pellets nach
einmaligem Waschen mit je 1 ml sterilem A. dest. in 1 ml halbkonzentriertem
YE-Medium aufgenommen. Diese Suspensionen wurden im Folgenden mit
einem weiteren ml YE-Medium (halbkonzentriert) versetzt.
Nach einer Stunde schüttelnder Inkubation bei 28°C wurden die Ansätze 5 min
bei 3000 rpm zentrifugiert, einmal mit 1 ml sterilem A. dest. gewaschen und die
Pellets schließlich in 1 ml 0,9 %-tiger NaCl-Lösung aufgenommen. Nach
erfolgter Transformation wurden die Transformationsansätze zu je 100 µl auf
entsprechende EMM-Platten (bzw. YE + Geneticin-Platten) plattiert. Die Platten
wurden 3-4 Tage bei 28°C inkubiert. Nach der Bebrütung wurden jeweils
Einzelkolonien (transformierte Zellen) zur Herstellung von Quadranten-
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ausstrichen, auf dem jeweiligen Medium, verwendet und somit zur weiteren
Untersuchung bereitgestellt.
3.2.5 Transformation von S. cerevisiae
Reagenzien und Medien:
• (TE)-LiAc-Puffer: 10 mM TE; 100 mM LiAc
• PEG-(TE)-LiAc-Puffer: 40 % PEG4000;
• 100 mM LiAc, 10 mM TE
• 0,9 %-ige NaCl-Lösung
• YNB-Platten
• YEP-Medium (flüssig)
S. cerevisiae Zellen wurden ÜN in 20 ml Vorkulturmedium (YEP) bei 28°C
schüttelnd inkubiert. Anschließend wurden 50 ml Hauptkulturmedium (YEP) mit
1-2 % der Vorkultur angeimpft. Die Hauptkultur wurde analog zur Vorkultur
behandelt. Am Tag der Transformation wurde die Zellzahl der Hauptkultur mit
Hilfe einer Thoma-Zählkammer bestimmt.
Die Zellen der Hauptkultur wurden mittels Zentrifugation (5 min bei 3000 rpm;
GSA-Rotor) pelletiert und das Pellet mit 1 ml A. dest. gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wurde das Pellet einmal mit 500 µl (TE)-LiAc-Puffer
gewaschen und schließlich in 500 µL des gleichen Puffers aufgenommen.
Für die eigentliche Transformation wurden zunächst 20 µl Carrier-DNA (hering
sperm DNA; 10 mg/ml) 10 min lang aufgekocht und auf Eis aufbewahrt.
Anschließend wurden folgende Ansätze zusammen pipettiert:
1) Kontrollansatz (Negativkontrolle):
• 100 µl kompetente Zellen
• 5 µl Carrier-DNA (50 mg)
IV Methoden
42
2) Transformationsansatz:
• 100 µl kompetente Zellen
• 5 µl Carrier-DNA (50 µg)
• 5-15 µl der jeweiligen Plasmid-DNA (mind. 1 µg)
Alle Ansätze wurden sodann mit je 250 µL PEG-(TE)-LiAc versetzt, gut
gemischt, 20 min bei 28°C inkubiert und gelegentlich invertiert. Es folgte der
Hitzeschock bei 40°C (60-90 min). Anschließend wurden die Ansätze 5 min bei
3000 rpm zentrifugiert, die Pellets in je 250 µL 0,9 % NaCl aufgenommen und
zu 50 µL auf YNB-Platten (je nach verwendetem Marker supplementiert)
ausplattiert. Die Platten wurden bei 28°C inkubiert.
3.2.6 Isolation genomischer DNA aus Hefezellen
Reagenzien:
• Lysierungspuffer: 2 % Triton-X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl, 10 mM
Tris/HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA
• Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI)
• Sotrisca: 1,2 M Sorbitol; 10 mM CaCl2, 100 mM Tris/HCl (pH 7,5)
• TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl (pH 8,0), 1 M EDTA
• 100 % Isopropanol
• 100 % Ethanol
• 70 % Ethanol
5 bis 15 ml einer gut gewachsenen Hefezellkultur wurden 10 min bei 4000 rpm
abzentrifugiert und einmal mit 500 µl sterilem A. dest. gewaschen. Das
entstehende Zellpellet wurde anschließend mit 1,5 mg Zymolyase in 300 µl
Sotrisca versetzt und 1 h lang bei 28°C inkubiert (Zellaufschluss). Es folgte eine
3-minütige Zentrifugation bei 5000 rpm. Nach Entfernen des Überstandes
wurde das Pellet mit 200 µl Lysierungspuffer, 300 mg Glasperlen, sowie 200 µl
PCI (Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol) versetzt und 1 min lang gevortext.
Nach Zugabe von 200 µl TE folgte ein Zentrifugationsschritt von 5 min bei 8000
rpm. Die entstehende wässrige Phase wurde in ein frisches 1,5 ml
Eppendorfreaktionsgefäß überführt, mit 1 ml Isopropanol versetzt und erneut
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zentrifugiert (2 min, 8000 rpm). Das Pellet wurde in 400 µl TE resuspendiert und
nach Zugabe von 3 µl RNAase A (10 mg/ml) für 5 min bei 37°C inkubiert. Der
so behandelte Ansatz wurde im Folgenden mit der doppelten Menge PCI
versetzt (ca. 800 µl) und für 5 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Die wässrige
Phase wurde erneut in ein frisches 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt und mit
500 µl Ethanol (100%) versetzt. Die ÜN bei -70°C gefällte DNA wurde 30 min
lang bei 15000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde nun einmal
mit 500 µl 70%-igem Ethanol gewaschen, erneut abzentrifugiert (15 min, 15000
rpm, 4°C) und getrocknet. Zur Lagerung wurde die DNA in 30-50 ml TE-Puffer
(bzw. Tris/HCl-Puffer zur Herstellung von PCR-Templates) resuspendiert und
eingefroren (-20°C).
3.2.7 Plasmid-rescue (mit Hilfe des QIAprep-Spin Plasmid Kits)
Reagenzien:
• Qiagen Spin-Prep Kit
• Sotrisca: 1,2 M Sorbitol; 10 mM CaCl2, 100 mM Tris/HCl (pH 7,5)
2-5 ml einer gut gewachsenen Kultur wurden 5 min bei 3000 rpm
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 300 µL Sotrisca (+ 1,5 mg Zymolyase)
aufgenommen und der Ansatz 30 min bei 28°C geschüttelt. Anschließend
wurde 3 min bei 5000 rpm zentrifugiert und der Überstand komplett entfernt.
Das entstandene Pellet wurde sodann in 250 µL des Puffers P1 resuspendiert,
mit 0,1-0,3 g Glasperlen (0,75-1 mm) versetzt und 5 min gevortext. Die Probe
wurde kurz abzentrifugiert, der Überstand in ein frisches 1,5 ml Eppendorfgefäß
gefüllt und mit 250 µL Puffer P2 versetzt. Die Probe wurde 4-6-mal invertiert.
Anschließend wurden 350 µL des Puffers N3 hinzu pipettiert und der Ansatz
erneut 4-6-mal vorsichtig invertiert. Das so entstandene Lysat wurde 10 min
lang bei 13000 rpm abzentrifugiert und der Überstand auf eine Spin-Prep Säule
pipettiert. Die Probe wurde 1 min lang bei 13000 rpm zentrifugiert, der
Säulendurchfluss verworfen und die Säule mit 750 µL PE-Puffer gewaschen.
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Nach erneuter Zentrifugation (1 min, 13000 rpm) und Verwerfen des
Durchflusses wurde die Säule in ein frisches 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt
und die DNA durch Zugabe von 30 µL EB-Puffer und 1-minütiger Zentrifugation
bei 13000 rpm eluiert. Des Weiteren wurden 5-10 µL der so gewonnenen DNA
zur Transformation von E. coli DH5α verwendet. Nach Transformation konnte
die DNA dann in größerer Menge aus den E. coli Zellen gewonnen und mittels
PCR oder Restriktionskontrolle analysiert werden.
3.2.8 Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI)-Extraktion von DNA
Um eine DNA-Präparation von störenden Proteinen zu befreien, eignet sich die
Extraktion mit einer Mischung aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol,
sowie mit einem Gemisch aus Chloroform und Isoamylalkohol. Hierbei enthält
jeweils die obere, wässrige Phase die zu reinigende DNA. Die
Verschmutzungen hingegen sammeln sich in der organischen Phase und
lassen sich so entfernen. Verbleibende Phenolreste werden anschließend
mittels Alkoholfällung entfernt.
Reagenzien:
• Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
• Chloroform/Isoamylalkohol (25:1)
• 96 % Ethanol
• 70 % Ethanol
• Tris/HCl (400 mM, pH 7,5)
Die zu reinigende DNA-Probe wurde zunächst mit 100 µl A. dest., sowie 100 µl
PCI versetzt und nach kurzem Vortexen 5 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Die
entstandene wässrige Phase wurde in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Gefäß
überführt und nach Zugabe von 100 µl Chloroform/Isoamylalkohol folgte
erneutes Vortexen. Sodann wurde die DNA-Probe zur Phasentrennung zentri-
fugiert, die wässrige Phase in ein frisches Gefäß gegeben und mit 400 µl
Ethanol (96 %) versetzt. Die Fällung der DNA erfolgte bei -70°C (mind. 2 h). Zur
Entfernung des Ethanols wurde die Probe 30 min lang bei 15000 rpm
zentrifugiert, der Ethanol dekantiert und das DNA-haltige Pellet einmal mit 70
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%-igem Ethanol gewaschen. Die so gereinigte DNA wurde dann getrocknet, in
30 µl Tris/HCl-Puffer resuspendiert und bei -20°C gelagert.
3.2.9 Natriumacetat-Alkohol-Fällung von DNA
Da Nukleinsäuren nach Zugabe von monovalenten Salzen und Alkohol spontan
ausfallen, eignet sich die NaAc-Alkohol-Fällung zur Aufkonzentrierung bereits
reiner DNA-Präparationen.
Reagenzien:
• NaAc (2,5 M; pH 5,3)
• 96 % Ethanol
• 70 % Ethanol
• Tris/HCl (400 mM; pH 7,5)
Die zu fällende DNA wurde mit 1/10 Volumen NaAc-Lösung und anschließend
mit Ethanol (96 %) versetzt. Nach gründlichem Mischen und mind. 10-minütiger
Fällung bei -70°C, wurde die Probe 15 min lang bei 15000 rpm zentrifugiert. Der
Überstand wurde verworfen und das Pellet einmal mit 70 %-igem Ethanol
gewaschen. Nach Trocknen wurde die DNA in 30 µl Tris/HCl-Puffer
aufgenommen und bei -20°C gelagert.
3.2.10 DNA-Restriktion
Etwa 100 ng der zu restringierenden DNA wurden mit 2-5 Units
Restriktionsenzym, dem entsprechenden Puffer (nach Angaben des Herstellers;
Roche oder New England Biolabs), sowie sterilem A. dest. in einem 10 µl
Ansatz versetzt und für 1-2 h bei der angegebenen Temperatur inkubiert.
Standardansatz zu Plasmidüberprüfung:
• 1 µl zu schneidende DNA
• 1 µl Restriktionsenzym
• 1 µl Enzympuffer
• ad 10 µl A. dest.
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Standardansatz zur Klonierung:
• 20-50 µl der zu schneidenden DNA
• 2 µl Restriktionsenzym
• 6 µl Enzympuffer
• ad 40-70 µl A. dest.
(Bei Verwendung zweier Restriktionsenzyme wurde entsprechend weniger A.
dest. zugesetzt.)
Zur Hitzeinaktivierung der Enzyme wurden die Ansätze nach erfolgter
Restriktion für 10 min bei 65°C inkubiert.
3.2.11 Ligation
Um ein zu klonierendes DNA-Fragment („Insert“) in einen geeigneten Vektor
einzubringen, verwendet man das Enzym Ligase, welches die Knüpfung einer
Phosphodiesterbindung zwischen benachbarten Nukleinsäuremolekülen
katalysiert. In dieser Arbeit wurde die T4-DNA-Ligase verwendet.
Standard-Ligationsansatz:
• 6 µl Insert-DNA
• 2 µl Plasmid-DNA
• 1 µl Ligase-Puffer (10 x)
Der so zusammenpipettierte Ansatz wurde nach gründlichem Mischen 5 min bei
65°C inkubiert und  anschließend kurz auf Eis gestellt. Erst dann wurde 1 µl der
T4-Ligase (1 U/µl) zupipettiert und der Ligationsansatz ÜN bei 18°C inkubiert.
Zusätzlich wurden zur Kontrolle auch ein Ansatz ohne DNA (Negativkontrolle),
sowie ein Ansatz in den lediglich das geschnittene Plasmid eingesetzt wurde
(Kontrolle auf Religation), hergestellt. Beide Ansätze wurden wie oben
beschrieben behandelt.
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3.2.12 PCR („polymerase chain reaction“)
Mit Hilfe der „polymerase chain reaction“ oder PCR lassen sich spezifisch
ausgewählte DNA- oder RNA-Sequenzen amplifizieren. Die Amplifikation erfolgt
über eine Folge dreier Reaktionen, die jeweils bei unterschiedlichen
Temperaturen stattfinden und sich zyklisch wiederholen. Die Reaktionsfolge
beginnt mit der Hitzedenaturierung des Templates, es folgt das Anhybridisieren
(„Annealing“) der zugegebenen Oligonukleotide (Primer), welche der Poly-
merase als Anfangspunkt dienen. Abgeschlossen wird die Reaktionssequenz
durch die Elongationsphase, in welcher die Primer verlängert werden und das
PCR-Produkt entsteht. Die genannte zyklische Wiederholung dieser Sequenz
führt zu einer exponentiellen Mengenzunahme der zu amplifizierenden DNA
oder RNA.
Zur Amplifikation von DNA-Sequenzen im Rahmen einer Kontroll-PCR wird
i.d.R. die hitzestabile Taq-Polymerase verwendet, welche jedoch nicht über
eine Korrekturlesefunktion (das sogenannte „proof reading“) verfügt. Zur
Herstellung von Inserts für die Klonierung oder Disruptionskassetten, ist daher
die sogenannte iproof-Polymerase besser geeignet, da sie im Gegensatz zur
Taq-Polymerase eine „proof reading“-Funktion aufweist, welche das Einbauen
zusätzlicher, unerwünschter Mutationen verhindert.
Standardansatz:
• 0,4 µl Taq-Polymerase
• 5 µl dNTP-Mix
• 10 µl PCR-Puffer (5 x)
• je 3 µl Primer („forward“, „reverse“)
• 3 µl MgCl2 (Konzentration ist templateabhängig)
• 1-5 µl Template-DNA
• ad. 50 µl A. dest.
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Bei mehreren Ansätzen wurde ein Mastermix (ohne Template-DNA) hergestellt.
Die jeweiligen Ansätze wurden in PCR-Reaktionsgefäßen zusammen pipettiert,
(die Negativkontrolle enthielt anstelle von Template-DNA identisch viel A. dest.)
Cycler-abhängig mit PCR-Öl überschichtet und in den PCR-Cycler platziert.
Standard-PCR-Programm:
• 5 min 94°C
• 30 sec 94°C
• 30 sec min 55°C                                    30 Zyklen
• X min 72°C (1 min pro kb)
• min 72°C
• ∞ 4°C
Nach erfolgter PCR-Reaktion wurden die Proben bei - 20 °C gelagert.
3.2.13 PCR (iproof-Polymerase)
Standardansatz:
• 0,5 µl iproof-Polymerase
• 5 µl dNTP-Mix
• 10 µl PCR-Puffer (5 x)
• je 3 µl Primer (forward, reverse)
• 3 µl MgCl2 (Konzentration templateabhängig)
• 1-5 µl Template-DNA
• ad. 50 µl A. dest.
Standard-PCR-Programm:
• 30 sec 98°C
• 10 sec 98°C
• 30 sec 55°C                                  30 Zyklen
• X min 72°C (15 sec pro kb)
• 5 min 72°C
• ∞ 4°C
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3.2.14 „Colony PCR“
Die zu testenden Hefe- oder E. coli Kolonien wurden mit Hilfe steriler
Zahnstocher gepickt und in je 20-30 µL A. dest suspendiert. Die
Zellsuspensionen wurden dann 5 min auf 95°C erhitzt, um den Aufschluss der
Zellen während der PCR-Reaktion zu begünstigen. 3-5 µL der so
vorbehandelten Proben wurden als Template in die PCR eingesetzt. Es wurde
das unter Punkt 3.2.11 beschriebene Standardprotokoll zur Verwendung der
Taq-Polymerase verwendet.
3.2.15 Paarungstyp-Bestimmung von S. pombe via PCR
Durch Verwendung des Mat1-P spezifischen Primers (MP), sowie des Mat1-M
spezifischen Primers (MM) zusammen mit dem Primer MT1, der in beiden
Paarungstypen bindet, ist es möglich den Paarungstyp eines zu
untersuchenden S. pombe Stammes mittels PCR zu bestimmen. Dies soll mit
solchen Zellen geschehen, die frisch aus der Stammsammlung entnommen
werden (v.a. dann, wenn der Stamm zur Kreuzung verwendet werden soll), da
S. pombe zum Paarungstypwechsel neigt.
• Primer: MT1: AGAAGAGAGAGTGTAGTTGAAG
MP: ACGGTAGTCATCGGTCTTCC (spezifisch für h+)
MM: TACGTTCAGTAGACGTAGTG (spezifisch für h-)
• Template: genomische DNA oder frische Kolonie in 10 µl A. dest. (10
        min bei 95°C denaturieren); davon 3 µl in die PCR eingesetzt
[Erwartet wird ein 987 bp großes Fragment für h+ Zellen und ein 729 bp großes
Fragment für h- Zellen.]
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PCR-Ansatz (1 x):
• 3 µl MgCl2
• 10 µl PCR-Puffer (10 x)
• 5 µl dNTP
• 0,5 µl Primer MT1
• 0,5 µl Primer MM
• 0,5 µl Primer MP
• 0,4 µl Taq-Polymerase
• ad 50 µl A. dest. (abzüglich 3 µl Template)
PCR-Programm:
• 5 min 94°C
• 30 sec 94°C
• 30 sec 52°C            30 x
• 2 min 72°C
• 5 min 72°C
• ∞ 4°C
3.2.16 Agarosegelelektrophorese
Die Trennung von DNA-Molekülen in Agarosegelen erfolgt nach der Größe der
Moleküle. Hierbei wandern Nukleinsäuren aufgrund ihrer negativen Ladung
generell zum Pluspol (Anode), wobei kleinere Moleküle schneller wandern als
Große, da sie leichter durch die Poren der Agarosematrix gelangen.
Reagenzien:
• TAE-Puffer (50 x): 2 M Tris; 100 mM EDTA, pH mit konz. Essigsäure auf
8,0 einstellen
• Blaumarker (Ladepuffer): 1 ml 10 x TAE; 6,7 ml Glycerin; 10 mg
Bromphenolblau mit A. dest. auf 10 ml auffüllen
• EtBr-Lösung: 100 µl EtBr-Stammlösung (10 mg/ml), 800 ml A. dest.
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Zur Auftrennung von Nukleinsäuren im elektrischen Feld wurden
standardmäßig 1 %-ige Agarosegele (in 1x TAE-Puffer) verwendet. Die
jeweiligen Proben wurden vor dem Auftragen auf das fertig gegossene Gel mit
Ladepuffer im Verhältnis 1/6 (Blaumarker/Probe) versetzt. Als Größenmarker
wurde i.d.R. DNA des λ-Phagen, welche mit den beiden Restriktionsenzymen
EcoRI und HindIII verdaut wurde, aufgetragen (s. Abb. 8).
Abb. 8: λ-DNA nach EcoRI/ HindIII-Doppelverdau – Beschriftung: Größe der Banden
in kb
Nach erfolgter Elektrophorese wurden die aufgetrennten Nukleinsäuren mit
Hilfe von EtBr gefärbt. Zu diesem Zweck wurden die Gele ca. 50-60 sec lang in
eine EtBr-Lösung gelegt. Nach Entfernen dieser Lösung wurden die Gele mind.
30 min lang im Dunkeln gewässert und anschließend unter UV-Licht (260 nm)
fotografiert.
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Alternativ können Agarosegele (v.a. präparative Gele) auch mit einer
Methylenblau-Lösung (0,02 % Methylenblau in 0,1-fachen TAE-Puffer) gefärbt
werden. Hierzu wurden die Gele in die Färbelösung eingelegt und 15 min bei
RT geschwenkt. Zum Entfärben wurden die Gele in A. dest. gelegt und
nochmals 15 min lang geschwenkt.
3.2.17 Extraktion von DNA aus einem Agarosegel
Um ein DNA-Fragment bestimmter Größe nach der Elektrophorese aus dem
Gel zu extrahieren, wurde das Gel mit Methylenblau-Färbelösung gefärbt (s.o.),
anschließend wurde die gesuchte Bande mit Hilfe eines Skalpells
ausgeschnitten (möglichst kleines Agarosestück) und in ein 1,5 ml
Eppendorfgefäß gefüllt. Zur Aufreinigung der DNA wurde das „High pure PCR
product purification Kit“ der Firma Roche verwendet (weitere Durchführung s.
Angaben des Herstellers). Die so gewonnene DNA wurde bis zur weiteren
Untersuchung bei -20°C gelagert.
3.2.18 Plasmid-DNA-Sequenzierung
Zu Sequenzierende Plasmide wurden mittels Spin-Prep aus den jeweiligen
Zellen isoliert (Konz. mind. 300 ng/ µl). Die Sequenzierung wurde dann von der
Firma Sequiserve (Vaterstetten) durchgeführt.
3.3 Proteinchemische Methoden
3.3.1 Messung des Glutathiongehalts
(nach Anderson, 1985)
Die Bestimmung des Glutathiongehalts zu untersuchender Zellextrakte erfolgte
mit Hilfe eines photometrischen Assays, welcher auf der Umsetzung von DTNB
(5,5'-Dithio-bis-2-nitrobenzoesäure; Ellmann’s Reagenz) beruht. DTNB wird
generell durch Thiole reduziert und gespalten. Das entstehende Produkt ist
gefärbt und somit photometrisch erfassbar. Wird diese Reaktion nun zusätzlich
an ein NADPH-abhängiges, enzymatisch getriebenes Recycling mittels GSSG-
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Reduktase gekoppelt, lässt sich der Gesamt-Glutathiongehalt einer Probe
bestimmen (s. Abb. 9).
Abb. 9: Prinzip des enzymatischen Nachweises von Glutathion
Reagenzien:
• Sulfosalicylsäure (50 x)
• Kaliumphosphatpuffer (0,1 M; pH 7,4; mit 0,1 mM EDTA)
• NADPH-Lösung (4 mg/ ml)
• GSH-Reduktase (6 U/ ml)
• DTNB-Lösung (1,5 mg/ ml)
Lyophilisierte Proben (s. 3.1.9) wurden zunächst zu je maximal 100 mg in 1,5
ml Eppendorfgefäße eingewogen, mit einer Stahlkugel und 0,5 ml Glasperlen
(∅ 0,75-1 mm) versetzt. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch eine 20-
minütige Behandlung in der Zellmühle bei 90% Leistung und 18°C. Die so
behandelten Lyophilisate wurden mit 500 µl A. dest. versetzt und 5 min
gevortext. Die Proben wurden 10 min bei 13000 rpm abzentrifugiert und der
entstehende Überstand in ein frisches 1,5 ml Eppendorfgefäß gefüllt. Die
verbliebenen Zelltrümmer wurden erneut in 500 µl A. dest. resuspendiert und
10 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde mit dem Überstand
der ersten Zentrifugation vereinigt. Die fertigen Zellysate konnten einige Tage
bei 4°C gelagert werden.
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Ein Teil der Lysate wurde zur Bestimmung des Proteingehalts verwendet (s.
3.3.2). 250 µl der übrigen Probe wurden nun zur vollständigen Fällung der
enthaltenen Proteine mit 5 % Sulfosalicylsäure versetzt und 2 min lang auf Eis
inkubiert. Die gefällten Proteine wurden in 3 min bei 15000 rpm und 4°C
abzentrifugiert. 100 µl des proteinfreien Überstandes wurden in die Bestimmung
des Gesamt-Glutathiongehalts eingesetzt.
Reaktionsansatz (in 1 ml Küvette zusammenpipettieren):
• 100 µl Probe
• 810 µl Kaliumphosphatpuffer
• 50 µl NADPH
• 20 µl GSH-Reduktase
• Reaktion durch Zugabe von 20 µl DTNB starten
Die Extinktionszunahme bei 405 nm wurde über 10 min in 30 sec Intervallen
gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte graphisch mit Hilfe einer
Kalibrationsgeraden, welche vorher mit GSH-Lösungen bekannter Konzen-
tration (0-250 µM) angefertigt worden war. Der jeweils ermittelte GSH-Gehalt
wurde auf den Proteingehalt der Probe bezogen.
3.3.2 Proteingehaltsbestimmung
(nach Lowry et al., 1951)
Reagenzien:
• Puffer (Glutathionsynthetase-Aktivitätstest): 100 mM Tris/HCl; mit HCl
auf pH 8,2 einstellen
• Stammlösung 1: 20 g Natriumcarbonat in 1L 1N Natronlauge
• Stammlösung 2: 2,7 g Dinatriumtartrat  in 100 ml A. dest.
• Stammlösung 3: 1 g Kupfersulfat in 100 mL A. dest.
• Reaktionslösung 1: Stammlösungen 1, 2 und 3 im Verhältnis 98:1:1
• Reaktionslösung 2: Folin-Ciocalteau (Merck) 1:1 mit A. dest. verdünnt
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Zur Bestimmung des Proteingehalts einer Probe wurden zunächst 100 µl der
Probe in einem Eppendorfgefäß mit 1 ml der Reaktionslösung 1 vermischt und
exakt 10 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 100 µl der Reaktions-
lösung 2 zupipettiert und die Lösung gemischt. Nach 30 minütiger Inkubation
bei RT wurde die Extinktion der Probe bei 700 nm gegen den Blindwert (Puffer
des Aktivitätstests mit beiden Reaktionslösungen) gemessen und die Werte
notiert. Um aus den Extinktionswerten den Proteingehalt der Probe zu
bestimmen wurde eine Kalibrationsreihe mit verschieden konzentrierten
Rinderserumalbuminlösungen (50 bis 500 mM) erstellt. Aus dieser konnten die
Proteinkonzentrationen nun abgelesen werden.
3.4 in silico-Analyse
3.4.1 Sequenz-Alignments
Um Kandidaten-Proteine zu einer bestimmten Fragestellung zu ermitteln, ist es
oft sinnvoll zunächst ein bereits charakterisiertes Protein eines anderen
Organismus zu suchen und dessen AS-Sequenz mit Hilfe einer im Internet
verfügbaren Datenbank mit AS-Sequenzen des Zielorganismus zu vergleichen,
da Sequenzhomologien häufig auf eine ähnliche Funktion der verglichenen
Proteine schließen lassen. Ein weiterer Anlass zur Erstellung eines multiplen
Alignments besteht, wenn es darum geht den evolutionären Verwandt-
schaftsgrad verschiedener Proteine unterschiedlicher Organismen zu
bestimmen, oder darum, wie weit verbreitet sprich konserviert eine Sequenz ist.
Sequenz-Alignments sind natürlich auch auf DNA-Ebene durchführbar. Im
Rahmen der hier vorgestellten Arbeit wurden für Sequenzvergleiche die „Blast-
Server“ des NCBI („National Center for Biotechnology Information“), der
GeneDB „Omni-Blast-Server“, sowie der sogenannte „Tcoffee-Server“ des
„Swiss Institute for Bioinformatics“ (SIB) genutzt.
IV Methoden
56
3.4.2 Erstellung eines Hydropathie-Profils
Die Hydropathie eines Proteins gibt Aufschluss darüber, wie hydrophob bzw.
hydrophil das gesamte Molekül, sowie die einzelnen Bestandteile (hier AS)
sind. Das Gesamt-Hydropathie-Profil eines Proteins lässt sich mit Hilfe
verschiedener Programme und im Internet verfügbarer Server anhand der
Primärsequenz berechnen. Hierbei wird jeder AS ein bestimmter Wert
zugewiesen, welcher ihre Hydrophobizität bzw. Hydrophilität angibt. Dieses
Hydropathie-Profil lässt wiederum Rückschlüsse darauf zu, inwieweit ein
Protein mögliche membrandurchspannende Domänen besitzt. Bereiche
innerhalb einer Proteinsequenz, die als Transmembranregionen in Frage
kommen sind i.d.R. deutlich hydrophober als andere Sequenzregionen. Mit Hilfe
eines am Rechner erstellten Hydropathie-Profils ist es somit möglich putative
Membranproteine zu identifizieren. Ein solches Profil kann jedoch lediglich als
erstes Indiz gelten.
Hydropathie-Profile wurden unter zu Hilfenahme eines frei zugänglichen
Servers zur Berechnung des Hydropathie-Index einer gegebenen AS-Sequenz
(nach Kyte & Doolittle 1982), erstellt.
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4.1 in silico-Analyse
4.1.1 Homologievergleich des S. cerevisiae-Proteins Hgt1p mit
verschiedenen Proteinen aus S. pombe
Um mögliche Kandidaten für Glutathion-Aufnahmesysteme in der Plasma-
membran von S. pombe zu identifizieren wurde die AS-Sequenz des bereits
charakterisierten Glutathiontransporters Hgt1p der Sprosshefe S. cerevisiae
zunächst mit allen bekannten Proteinsequenz-Datenbankeinträgen für das S.
pombe Genom verglichen. Hierbei zeigten die Genprodukte der Leserahmen
isp4, sowie Spopt1 besonders hohe Homologie, weitere 12 Genprodukte von S.
pombe , darunter einige Transportermoleküle (auch ein weiterer OPT-
Transporter) zeigten geringe Ähnlichkeit zu Hgt1p und wurden nicht weiter
berücksichtigt (s. Anhang 7.1).
Die AS-Sequenzen von SpOPT1, ISP4 und Hgt1p wurden zur Veran-
schaulichung nun nochmals gezielt miteinander verglichen (s. Abb. 10). Ein mit
Hilfe des TCoffee Servers http://tcoffee.vital-it.ch/cgi-bin/Tcoffee
/tcoffee_cgi/index.cgi erstelltes Sequenz-Alignment der Proteine zeigte, dass
weite Bereiche der AS-Sequenzen aller drei Proteine eine hohe Homologie
zueinander aufwiesen. V.a. zwischen SpOPT1 und Hgt1p war die Homologie
stark ausgeprägt, so lag der Prozentsatz identischer AS bei 53 %. In den
Sequenzen aller drei Proteine war zudem das für die Klasse der OPT-
Transporter typische Sequenzmotiv vorhanden, dieses wurde in Abbildung 10
schwarz unterstrichen.
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Abb. 10: AS-Sequenz-Alignment von SpOPT1, ISP4 und Hgt1p
SpOPT1 (S. pombe, SPAC29B12.10c), Hgt1p (S. cerevisiae, YJL212C), ISP4 (S.
pombe); farbliche Markierung: blau, grün = nicht bis kaum homolog, gelb bis hell orange =
mittelmäßige Homologie, dunkel orange bis rot = hohe Homologie. Der Bereich, welcher dem
OPT-Sequenzmotiv entspricht, wurde schwarz unterstrichen.
4.1.2 Hydropathie-Profile der Genprodukte der Leserahmen Spopt1
und isp4
Um mögliche Transmembrandomänen der beiden putativen Glutathion-
transporter zu identifizieren, wurde anhand der AS-Sequenzen das jeweilige
Hydropathie-Profil berechnet und graphisch dargestellt (Abb. 11). Hiezu wurde
der frei im Netz zugängliche FASTA-Server zur Erstellung von Hydropathie-
Profilen nach Kyte und Doolittle (http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_
www2/fasta) verwendet. Dieser Server berechnet den hydropathischen Index
aus der Primärsequenz eines Proteins und stellt diesen graphisch dar.
Demnach beinhaltet die Sequenz des Genprodukts des ORF Spopt1 13
mögliche Transmembranregionen, während ISP4 14 putative
Transmembrandomänen beinhaltet. Bei beiden Proteinen kann es sich
demnach um membrandurchspannende Transportermoleküle handeln.
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Abb. 11: berechnete Hydropathie-Profile von SpOPT1 (A) und ISP4 (B)
Putative Transmembranregionen wurden mit einem schwarzen Balken am oberen
Rand der Diagramme markiert.
Wie bereits in der Einleitung erwähnt, sollte nun v.a. der Leserahmen Spopt1
genauer untersucht werden. Hierzu sollten zunächst die Auswirkungen einer
Disruption, sowie Überexpression des ORF analysiert werden.
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4.2 Konstruktion der verwendeten Stämme der Spalthefe S. pombe
zur Untersuchung der Leserahmen Spopt1 und isp4
4.2.1 Disruption des Leserahmens Spopt1
4.2.1.1 Konstruktion der Disruptionskassette zur Disruption von Spopt1
Um festzustellen, welche phänotypischen Folgen die Zerstörung des
Leserahmens Spopt1 hat, wurde dieser ORF im Stamm S. pombe D18h-
disruptiert. Zu diesem Zweck wurde mit Hilfe des Plasmids pFA6aKanMX4 eine
Disruptionskassette hergestellt. Mittels PCR wurden zunächst ein 560 bp
großes Fragment am Anfang des Leserahmens, sowie ein 370 bp großes
Fragment an dessen Ende amplifiziert. Als Template wurde hierbei genomische
DNA des Stammes D18h- verwendet. Die Fragmente wurden in zwei
aufeinander folgenden Klonierungsschritten in den Vektor eingebaut. Das
vordere Fragment wurde über die Schnittstellen BamHI und SmaI einligiert. Das
Konstrukt wurde dann in E. coli DH5α transformiert und nach Kontrolle auf
Vorhandensein des gewünschten Inserts wurde der fertige Vektor mittels
Qiagen Miniprep aus dem E. coli Klon 1 isoliert (s. Abb. 12). Das hintere
Fragment wurde im Folgenden über SacI und SmaI in den Vektor ligiert, wobei
hierbei im Vektor statt der SmaI Schnittstelle eine EcoRV Erkennungsstelle
genutzt wurde, welche durch die Ligation zerstört wurde. Auch der Vektor mit
beiden Fragmenten des Leserahmens wurde in E. coli DH5α transformiert. Zur
Kontrolle wurde die aus den Klonen 1-6 isolierte Plasmid-DNA mit HindIII
restringiert, wobei zum Vergleich auch der Leervektor, sowie pFA6a-F1-
KanMX4 geschnitten wurde. Im Leervektor schneidet das verwendete
Restriktionsenzym an zwei Stellen und zwar zum einen in der „multiple cloning
site“ vor dem Kan-Modul (Position 19), zum anderen innerhalb des Kan-Moduls
(Position 1006), so dass durch Restriktion zwei Fragmente mit einer Größe von
987 bp und 2954 bp entstehen (s. auch Vektorkarte im Anhang 7.3). Schneidet
man den Vektor pFA6a-F1-KanMX4 mit HindIII, so entstehen wiederum zwei
Fragmente, von denen das Erste eine Größe von 1547 bp (987 bp des Vektors
+ Fragment 1), das Zweite eine Größe von 2954 bp hat. Der Vektor, welcher die
vollständige Disruptionskassette enthält ergibt nach Restriktion mit HindIII
schließlich drei verschieden große Fragmente, da das Enzym in diesem Fall
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zusätzlich in Fragment 2 schneidet. Die Fragmente sind 790 bp (732 bp des
Vektors + 58 bp von Fragment 2), 1547 bp (987 bp des Vektors + Fragment 1)
und 2164 bp (1852 bp des Vektors + 312 bp von Fragment 2) groß (s. auch
Abb. 15). Die Kontrollrestriktionen wurden auf dem Agarosegel aufgetrennt, das
Ergebnis der Elektrophorese ist in Abbildung 12 dargestellt.
Abb. 12: Kontrolle der Transformation von E. coli DH5 α mit pFA6a-F1-KanMX4-F2
(Spopt1)
1 – λ-Marker; 2-7 – Spin-DNA der Klone 1-6 nach HindIII-Verdau; 8 – Spin-DNA aus E.
coli DH5α pFA6a-F1-KanMX4 (SPAC29B12.10c) Klon 1, nach HindIII-Verdau; 9 –
Spin-DNA aus E. coli DH5α pFA6aKanMX4 (Leervektor) nach HindIII-Verdau
Die Klone 2, 4, 5 und 6 enthielten die vollständige Kassette (s. Abb. 12) und
Klon 2 wurde für die nachfolgenden Arbeiten weiter verwendet.
Eine schematische Darstellung der vollständigen 2515 bp großen
Disruptionskassette mit den vorhandenen Restriktionsschnittstellen ist in
Abbildung 13 gezeigt. Die Kassette wird von zwei NotI-Erkennungsstellen
flankiert, über welche sie sich aus dem Vektor herausschneiden ließ. Das so
freigesetzte Konstrukt wurde im Folgenden elektrophoretisch vom Rest des
Vektors getrennt und aus dem Gel eluiert. Die gereinigte Kassette wurde erneut
auf ein Agarosegel aufgetragen, die Konzentration der DNA betrug etwa 350
ng/ µl (s. Abb. 14).
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Abb. 13: schematische Darstellung der Spopt1 (SPAC29B12.10c)::KanMX4
Disruptionskassette
F1 – 560 bp; F2 – 370 bp; P1 – Primer SPAC29B12-DK-fw (bindet außerhalb der
Disruptionskassette im Genom von S. pombe); P2 – Primer Kan-DK-fw; P3 – Primer
Kan-DK-rev; P4 – Primer SPAC29B12.10c-DK-rev (bindet außerhalb der
Disruptionskassette im Genom von S. pombe)
Abb. 14: Aus dem Gel eluierte Spopt1::KanMX4-Disruptionskassette
1 – λ-Marker; 2 – gereinigte Spopt1::KanMX4-Disruptionskassette
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4.2.1.2 Transformation der Disruptionskassette Spopt1::KanMX4 in S. pombe
D18h-
Die freigesetzte und gereinigte Disruptionskassette wurde im Folgenden in den
S. pombe Stamm D18h- transformiert, wobei die Selektion auf Geneticin-Platten
erfolgte. Nach Wachstum der Tranformanten wurde genomische DNA der Klone
31-48 aufgereinigt, welche in einer PCR zur Kontrolle der Disruption als
Template verwendet werden sollte. Hierzu wurden zwei PCR-Ansätze mit
verschiedenen Primerpaaren hergestellt. So wurde im ersten Ansatz das
Primerpaar SPAC29B12.10c-DK-fw (P1)/ Kan-DK-rev verwendet (P2),
wohingegen im zweiten Ansatz Kan-DK-fw (P3) und SPAC29B12.10c-DK-rev
(P4) eingesetzt wurden (s. auch Abb. 15). Die beiden SPAC29B12.10c-DK
Primer sollten hierbei an Bereiche im S. pombe Genom „up- und downstream“
(je 200 bp) des Spopt1 Leserahmens binden, die Kan-DK Primer an das Kan-
Modul der Disruptionskassette, so dass nur bei Vorhandensein und korrekter
Integration der Kassette PCR-Produkte entstehen sollten. Das Produkt der PCR
mit Primerpaar P1/ P2 sollte ein etwa 1,3 kb großes Fragment ergeben (etwa
600 bp des Kan-Moduls + 500 bp von F1 + 200 bp „upstream“ des ORFs),
während Primerpaar P3/ P4 ein Produkt mit einer ungefähren Größe von 1,1 kb
ergeben sollte (etwa 500 bp des Kan-Moduls + etwa 400 bp von F2 + 200 bp
„downstream“ des ORFs). Die PCR-Proben wurden im Anschluss auf ein
Agarosegel aufgetragen. Abbildung 15 zeigt das Ergebnis der Elektrophorese.
Wie zu erkennen, ergaben beide PCR-Reaktionen mit der aus den
Transformanten 31-33, 35, 36, 39, 40, 42, 44, sowie 46-48 stammenden
Template-DNA ein Produkt der erwarteten Größe. In Zellen dieser
Transformanten war die Disruption des Leserahmens Spopt1 offensichtlich
erfolgreich. Transformante 35 wurde in allen folgenden Experimenten weiter
verwendet.
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Abb. 15: Ergebnis der Elektrophorese der Proben nach PCR zur Kontrolle auf
Vorhandensein der Spopt1-KanMX4 Disruptionskassette
A- PCR mit Primerpaar P1/ P2; B – PCR mit Primerpaar P3/ P4
1 – λ-Marker; 2 – Negativ-Kontrolle; 3-20 – PCR-Produkte (Verwendung genomischer
DNA der Transformanten 31-48)
Zur weiteren Kontrolle der Transformante 35 wurde genomische DNA dieses
Stammes mit aus dem Wildtyp D18h- isolierter genomischer DNA gemischt.
Dieses Gemisch wurde erneut in eine Kontroll-PCR eingesetzt, in welcher nun
die Primer P1 und P4 verwendet wurden. Hierdurch sollten im Ansatz nun zwei
verschiedene Produkte entstehen, wenn es sich bei D35 tatsächlich um einen
Stamm handelt, in welchem die Disruptionskassette an der korrekten Stelle im
Genom integriert wurde. Zum einen wurde der amplifizierte ORF Spopt1, zum
anderen das Amplifikat der Disruptionskassette erwartet. Da Disruptions-
kassette und Leserahmen ähnliche Größe haben und somit nach Elektro-
phorese schwer zu unterscheiden sind, wurde das erhaltene PCR-Produkt zur
weiteren Verifizierung mit dem Enzym HindIII geschnitten. Bei Restriktion mit
diesem Enzym entstehen unterschiedlich große Fragmente, je nachdem, ob
Disruptionskassette oder ORF geschnitten werden. Diese Zusatzkontrolle
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wurde durchgeführt, da die oben geschilderten PCR-Kontrollen mit den
Primerpaaren P1/P2 und P3/P4 gelegentlich auch bei falscher Integration von
Disruptionskassetten, bzw. bei ektopisch vorliegenden Konstrukten zu falsch
positiven Ergebnissen führen können. Dies geschieht immer dann, wenn die
Disruptionskassette in räumliche Nähe zum intakten, nicht disruptierten ORF
gelangt (s. hierzu Abb. 16 B) und über den komplementären Anteil der Sequenz
bindet. In diesem Fall bindet jeweils einer der Primer (P1 und P4) im Genom vor
und hinter dem Leserahmen, wohingegen der jeweilige Gegenprimer im
KanMX-Modul der Kassette bindet (P2 und P3). So entstehen in einer Art
„overlap-extension“ PCR erneut die beiden PCR-Produkte, welche auch die
korrekte Integration der Disruptionskassette anzeigen (Abb. 16 A).
Abb. 16: Schemazeichnung der PCR-Reaktion zur Kontrolle auf Vorhandensein einer
gewünschten Disruption
A – gewünschter Ablauf der Reaktion bei richtiger Integration der Kassette; B –
Entstehung eines falsch positiven Signals bei falsch integrierter oder ektopisch
vorliegender Kassette
Der beschriebene, weitere Kontrollansatz, in dem Template-DNA von Wildtyp
und Disruptante gemischt werden und das entstehende PCR-Produkt nach
Amplifikation mit den Außenprimern mit HindIII restringiert wird ist jedoch
eindeutig und beinhaltet nicht das Risiko eines falsch positiven Signals. Das
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Amplifikat des kompletten Leserahmens beinhaltet eine HindIII-Schnittstelle an
Position 2224, wodurch nach Restriktion und elektrophoretischer Auftrennung
im Gel zwei Fragmente sichtbar werden, von denen eines 2424 bp, ein weiteres
500 bp groß ist. Bei Restriktion der Kassette hingegen entstehen drei
verschieden große Fragmente, da sie zwei Erkennungsstellen für das Enzym
HindIII enthält. Die Fragmente in diesem Fall sind 1747 bp, 790 bp und 513 bp
groß. Es wurden also nach Elektrophorese des PCR-Produkts 5 verschieden
große Fragmente erwartet, sofern es sich bei D35 tatsächlich um die
gewünschte Disruptante handelte. Das Ergebnis der Gelelektrophorese ist in
Abbildung 17 gezeigt.
Abb. 17: Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung des gemeinsamen PCR-
Produkts (SPAC29B12.10c und der Spopt1-Disruptionskassette) nach Restriktion mit
HindIII
1 – λ-Marker; 2 – Probe; 3 – Negativkontrolle der PCR
Wie erwartet entstanden nach Restriktion mit HindIII fünf verschiedene, nach
Elektrophorese im Gel zu sehende DNA-Fragmente. Diese wiesen wie in
Abbildung 17 zu sehen, die jeweils gewünschten Größen auf. Bei der
eingesetzten Template-DNA handelte es sich somit um ein Gemisch aus
genomischer DNA des Wildtyps, sowie DNA eines im Spopt1 Leserahmen
disruptierten Stammes. Es ist also davon auszugehen, dass die in Stamm D35
eingebrachte Spopt1-Disruptionskassette an der korrekten Stelle im Genom
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integriert ist. Ein weiterer Nachweis dafür, dass der korrekte ORF disruptiert
wurde ist die Plasmid-Komplementation des resultierenden Phänotyps (s.
hierzu die Abschnitte 4.2.3 und 4.3). Dies wird auf der „PombeNet“ Internetseite
der Arbeitsgruppe von Forsburg, S. (2008) sogar als der wichtigste Nachweis
einer korrekten Disruption postuliert.
4.2.2 Überexpression des Leserahmens Spopt1
4.2.2.1 Herstellung des Vektors pREP2-Spopt1
Um die Auswirkung einer Überexpression des Produkts des Leserahmens
Spopt1 auf den Phänotyp des S. pombe Stammes D18h- zu überprüfen, wurde
der vollständige Leserahmen in den Thiamin-reprimierbaren Hefe-
Expressionsvektor pREP2 ligiert (s. Vektorkarte im Anhang 7.3). Das Insert
wurde über PCR hergestellt und über die Restriktionsschnittstellen BamHI und
SmaI einligiert (Vektorkarte s. Anhang 7.3). Das so hergestellte Konstrukt
wurde in E. coli DH5α transformiert. Zur Kontrolle wurde Plasmid-DNA der
Klone 1 und 3 mit BamHI und SmaI restringiert. Hierdurch sollte das 2556 bp
große Insert, wenn vorhanden, wieder aus dem Vektor freigesetzt werden. Die
so behandelte DNA wurde elektrophoretisch aufgetrennt.
Wie in Abbildung 18 zu sehen, war in beiden untersuchten Klonen das
gewünschte, 2556 bp große Insert vorhanden. Dieses konnte durch Restriktion
aus dem Vektor herausgeschnitten werden, wodurch zwei Banden entstanden,
von denen die obere dem linearen Rest des Vektors (8441 bp) entsprach, die
untere dem Insert. Zur weiteren Kontrolle wurde das in der Plasmid-DNA des
Klons 1 enthaltene Insert sequenziert, um etwaige Mutationen ausschließen zu
können. Die Sequenz entsprach der in der S. pombe Gendatenbank
angegebenen. Die aus Klon 1 isolierte DNA wurde somit für die folgenden
Versuche verwendet.
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Abb. 18: Kontrolle der Transformation von E. coli DH5α mit pREP2-Spopt1
1 – λ-Marker; 2 – pREP2 (ungeschnitten); 3, 4 – pREP2-SPAC29B12.10c Klon 1, Klon
3 (ungeschnitten); 5, 6 – pREP2-Spopt1 Klon 1, Klon 3 (BamHI/ SmaI)
4.2.2.2 Transformation des Vektors pREP2-Spopt1 in S. pombe 130h+
Der aus Klon 1 isolierte Vektor pREP2-Spopt1 wurde in S. pombe 130h+
transformiert (da Stamm D18h- nicht mehr transformierbar war). Die Selektion
erfolgte auf EMM-Platten ohne Uracil. Die Transformanten 1-6 wurden weiter
kultiviert, die enthaltene Plasmid-DNA wurde reisoliert und zur Amplifikation in
E. coli DH5α transformiert. Je einer der E. coli-Klone, der nach Transformation
mit einem der aus den sechs Hefe-transformanten stammenden Plasmide
entstand, wurde weitergehend untersucht. So wurde Zellmaterial der Klone 1-6
als Template in eine Kontroll-PCR eingesetzt. Hierbei wurde das Primerpaar
28B12-fw-BamHI/ 29B12-rev-SmaI, welches zur Amplifikation des vollständigen
ORFs Spopt1 führen sollte, sofern dieser in den untersuchten Klonen
vorhanden ist, verwendet. Abbildung 19 zeigt die PCR-Produkte nach
elektrophoretischer Auftrennung. Wie in Abbildung 19 gezeigt, enthielten alle
hier untersuchten E. coli DH5α-Klone das gewünschte Insert. Es war somit
davon auszugehen, dass es sich bei den aus S. pombe 130h+ reisolierten
Plasmide, wie erwartet, um pREP2-Spopt1 handelte. Für die folgenden
Untersuchungen wurde S. pombe-Transformante 4 verwendet.
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Abb. 19: Elektrophorese der PCR-Proben aus der Kontroll-PCR nach „plasmid-rescue“
aus S. pombe 130h+ pREP2-Spopt1 Klon 1-6 und Transformation von E. coli DH5α
1 – λ-Marker; 2-7 – PCR-Produkte („colony-PCR“ der E. coli DH5α Klone 1-6, welche
mit DNA aus den S. pombe 130h+ Transformanten 1-6 transformiert wurden); 7 –
Negativkontrolle
4.2.3 Komplementation der Disruption des Leserahmens Spopt1
Um den Phänotyp der Disruptante D35 zu komplementieren, wurde der Vektor
pREP2-Spopt1 (Konstruktion des Vektors s. 4.3.1), welcher bereits zur
Herstellung des überexprimierenden Stammes S. pombe 130h+ pREP2-Spopt1
verwendet wurde, in die Disruptante D35 eingebracht. Da sich D35 als schwer
zu transformieren herausstellte, wurde das Plasmid zunächst in den S. pombe
Stamm 130h+ transformiert (s. 4.2.2.2). Anschließend wurde über eine
Kreuzung der Stämme D35 und 130h+ pREP2-Spopt1 ein Stamm hergestellt,
welcher sowohl die Disruption, als auch das Plasmid beinhaltete. Die Selektion
auf diesen Stamm erfolgte zunächst auf YE mit Geneticin (Selektion auf
Vorhandensein der Disruptionskassette). Kolonien, die auf diesem Medium
wuchsen wurden anschließend auf EMM ohne Uracil überstempelt, um auf
Vorhandensein des Plasmids zu selektieren. Die Transformanten 12, 15 und 23
wuchsen sowohl auf YE mit Geneticin, als auch auf EMM ohne Uracil. Zur
Kontrolle wurde nun die genomische DNA aus den Transformanten isoliert und
als Template in eine PCR zur Kontrolle auf Vorhandensein der
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Disruptionskassette eingesetzt. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden
elektrophoretisch aufgetrennt (s. Abb. 20; vergleiche auch mit Abb. 15). Des
Weiteren wurde das enthaltene Plasmid reisoliert, zur Amplifikation in E. coli
DH5α  transformiert und mittels PCR erneut auf Vorhandensein des
gewünschten Inserts Spopt1 geprüft. Auch nach dieser PCR wurden die
Amplifikate einer Elektrophorese unterzogen, deren Ergebnis in Abbildung 21
zu sehen ist. Wie beide Abbildungen zeigen, enthielten die drei untersuchten,
aus der Kreuzung hervorgegangenen Klone sowohl die gewünschte
Disruptionskassette, als auch das Plasmid pREP2-Spopt1 und konnten somit
auf Komplementation des Phänotyps der Disruption hin untersucht werden. In
den nachfolgenden Versuchen wurde jedoch lediglich Klon 12 betrachtet.
Abb. 20: Agarosegel der Amplifikate nach PCR zum Nachweis der Disruption in den
Produkten der Kreuzung von D35 und 130h+ pREP2-Spopt1
A – PCR mit Primerpaar P1/P2; B – PCR mit Primerpaar P3/P4
1 – λ-Marker; 2 – Negativkontrolle; 3 – Kreuzungsprodukt 12; 4 – Kreuzungsprodukt
15; 5 – Kreuzungsprodukt 23
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Abb. 21: Agarosegel der Amplifikate der PCR zum Nachweis des Inserts
SPAC29B12.10c in den E. coli DH5α Klonen nach Reisolation der Vektoren aus den
Produkten der Kreuzung von S. pombe D35 und 130h+ pREP2-Spopt1
1 – λ-Marker; 2 – Negativkontrolle der PCR; 3 – Amplifikat des Plasmid-Isolats aus
Kreuzungsprodukt 12; 4 – Amplifikat des Plasmid-Isolats aus Kreuzungsprodukt 15; 5 –
Amplifikat des Plasmid-Isololats aus Kreuzungsprodukt 23
4.2.4 Überexpression des Leserahmens isp4 (SPBC29B5.02c)
4.2.4.1 Herstellung des Vektors pREP2-isp4
Um die Auswirkung einer Überexpression des Produkts des Leserahmens isp4
auf den Phänotyp des S. pombe Stammes 130h+ zu überprüfen, wurde der
intakte Leserahmen in den Hefe-Expressionsvektor pREP2 ligiert. Das Insert
wurde über PCR hergestellt, wobei genomische DNA des S. pombe Stammes
130h+ als Template diente. Das Insert wurde über die Restriktionsschnittstellen
BamHI und SmaI einligiert (Vektorkarte s. Anhang 7.3). Das so hergestellte
Konstrukt wurde in E. coli DH5α transformiert. Zur Kontrolle wurde Plasmid-
DNA der Klone 7, 8 und 9 mit BamHI und SmaI restringiert. Hierdurch sollte das
2358 bp große Insert, wenn vorhanden, wieder aus dem Vektor freigesetzt
werden. Die so behandelte DNA wurde elektrophoretisch aufgetrennt (s. Abb.
22).
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Abb. 22: Kontrolle der Transformation von E. coli DH5α mit pREP2-isp4
1 – λ-Marker; 2-4 – pREP2-isp4 Klon 7, 8 und 9 (BamHI/ SmaI)
Wie in Abbildung 22 zu sehen, war lediglich in Klon 7 das gewünschte, 2358 bp
große Insert vorhanden. Dieses konnte durch Restriktion aus dem Vektor
herausgeschnitten werden. Hierbei entstanden zwei Banden, von denen die
obere dem linearen Rest des Vektors (8441 bp) entsprach, die untere dem
Insert. Zur weiteren Kontrolle wurde das in der Plasmid-DNA des Klons 7
enthaltene Insert sequenziert, um etwaige Mutationen ausschließen zu können.
Die Sequenz entsprach der in der S. pombe Gendatenbank Angegebenen. Die
aus Klon 7 isolierte DNA wurde somit für die folgenden Versuche verwendet.
4.2.4.2 Transformation des Vektors pREP2-isp4 in S. pombe 130h+
Das aus Klon 7 isolierte Plasmid pREP2-isp4 wurde in S. pombe 130h+
transformiert. Die Selektion erfolgte auf EMM-Platten ohne Uracil. Die
Transformanten 1-4 wurden weiter kultiviert, die enthaltene Plasmid-DNA wurde
reisoliert und zur Amplifikation in E. coli DH5α transformiert. Je einer der E. coli-
Klone, der nach Transformation mit einem der aus den vier Hefe-
transformanten stammenden Plasmide entstand, wurde weitergehend
untersucht. So wurde Zellmaterial der Klone 1-4 als Template in eine Kontroll-
PCR eingesetzt. Hierbei wurde das Primerpaar isp4-fw-BamHI/ isp4-rev-SmaI,
welches zur Amplifikation des vollständigen ORFs isp4 führen sollte, sofern
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dieser in den untersuchten Klonen vorhanden ist, verwendet. Abbildung 23 zeigt
die PCR-Produkte nach elektrophoretischer Auftrennung. Wie in der Abbildung
gezeigt, enthielten alle hier untersuchten E. coli DH5α-Klone das gewünschte
Insert. Es war somit davon auszugehen, dass es sich bei den aus S. pombe
130h+ reisolierten Plasmide um pREP2-isp4 handelte. Für die weiteren
Untersuchungen wurde S. pombe-Transformante 4 verwendet.
Abb. 23: Elektrophorese der PCR-Proben aus der Kontroll-PCR nach „plasmid-rescue“
aus S. pombe 130+ pREP2-isp4 Klon 1-4 und Transformation von E. coli DH5α
1-4 – PCR-Produkte („colony-PCR“ der E. coli DH5α Klone 1-4, welche mit DNA aus
den S. pombe 130h+ Transformanten 1-4 transformiert wurden); 5 – Negativkontrolle; 6
– λ-Marker
4.3 Phänotypisierung der S. pombe Stämme D18h-
ΔSpopt1::KanMX4 (D35), 130h+ pREP2-Spopt1, D35 pREP2-
Spopt1, 130h+ pREP2-isp4
4.3.1 Wachstumsverhalten der zu untersuchenden S. pombe
Stämme auf Medien mit GSH als einziger Schwefelquelle
Um zu testen, ob die wie oben beschrieben konstruierten Stämme der
Spalthefe verändertes Wachstumsverhalten auf Medien, welche GSH als
einzige verfügbare Schwefelquelle enthalten zeigen, wurden verschiedene
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Wachstumstests durchgeführt. Hierbei wurde zum Vergleich stets der Wildtyp
mit betrachtet. Die zunächst durchgeführten Versuche auf Festmedien erwiesen
sich als nicht erfolgreich, was auf den zu hohen Eigensulfatgehalt des
verwendeten Bactoagars (Bactoagar enthält laut Angaben des Herstellers Difco
1,778% Sulfat, sowie 0,841% Schwefel) zurückzuführen war. Die auf die Platten
aufgetropften Stämme konnten in diesem Fall ihren Sulfatbedarf bereits über
den zur Verfestigung des Mediums zugefügten Agar decken. Es waren somit
keinerlei Unterschiede im Wachstum der verschiedenen, getesteten
Hefestämme auszumachen (s. Abb. 24).
Abb. 24: Wachstumstest mit den S. pombe Stämmen D18h-, D35 und D35-pREP2-
Spopt1 auf verschiedenen Festmedien („Drop-Test“)
Die getesteten Stämme wurden jeweils 1:10, 1:102, 1:103, 1:104, 1:105 und 1:106
verdünnt. Von den Verdünnungen wurden je 5 µL auf EMM, EMM ohne Schwefelquelle
und EMM mit 50 µM GSH als Schwefelquelle aufgetropft.
IV Resultate
77
Bei einer Wiederholung der Experimente, bei welcher die Kultivierung in
Flüssigmedien durchgeführt wurde, zeigten sich nun Unterschiede zwischen
den untersuchten Stämmen. Angezogen wurden die Stämme nach 2-tägiger
Vorkultivierung in YE-Medium jeweils in 200 ml EMM, 200 ml EMM ohne
Schwefelquelle, sowie je 200 ml EMM mit 50 µ l GSH als einziger
Schwefelquelle. Zur Erstellung einer Wachstumskurve wurden während der
Kultivierung über 28h alle 2h Proben gezogen und deren OD600 bestimmt. Die
so für den Wildtyp, Disruptante D35 und für D35 pREP2-Spopt1 erstellten
Wachstumskurven sind in Abbildung 23 dargestellt. Der überexprimierende
Stamm verhielt sich wie der Wildtyp (Daten nicht gezeigt). Um auszuschließen,
dass der verwendete Vektor pREP2 ohne Insert bereits Auswirkungen auf den
Phänotyp des S. pombe Stamms D18h- hat, wurde auch dieser untersucht,
auch er verhielt sich wie der Wildtyp (Daten nicht dargestellt). Außerdem wurde
die Disruptante D35, in welche der Vektor pREP2-Spopt1 eingebracht wurde, in
Hinblick auf eine Wiederherstellung des Phänotyps (Wachstum auf Medien mit
GSH als einziger Schwefelquelle) hin untersucht. Auch der Stamm 130h+ mit
dem Plasmid pREP2-isp4 wurde untersucht. Die anhand des Diagramms
ermittelten Wachstumsraten und Verdopplungszeiten sind in Tabelle 7
zusammengefasst.
Wie Abbildung 25 und Tabelle 7 zeigen, wuchsen sowohl Wildtyp, als auch
Disruptante, wie erwartet in EMM-Medium, während sie kein nennenswertes
Wachstum in Medium ohne Schwefelquelle zeigten. Hingegen waren lediglich
Wildtyp D18h-, sowie die Disruptante nach Einbringen des Plasmids pREP2-
Spopt1 in der Lage in EMM mit 50 µM GSH als einziger Schwefelquelle zu
wachsen, wobei die ermittelten Wachstumsraten in beiden Fällen etwa 2,4-fach
niedriger ausfielen, als bei Wachstum in EMM. Die phänotypische Eigenschaft
des Wildtyps, welche diesen befähigt auf Flüssigmedien mit GSH als einziger
verfügbarer Schwefelquelle zu wachsen, konnte somit in der Disruptante durch
Einbringen des intakten Leserahmens Spopt1 wiederhergestellt werden. Dies
ist als Nachweis einer erfolgreichen Disruption des ORF in Stamm D35 zu
werten und zeigt zudem, dass der bei diesem Stamm zu beobachtende
Phänotyp (kein Wachstum mit Glutathion als einziger Schwefelquelle), auf
selbige Disruption zurückzuführen ist. Aufgrund der Ergebnisse dieser
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Experimente war es jedoch noch nicht möglich, eine Aussage dahingehend zu
tätigen, ob das fehlende Wachstum der Disruptante D35 in Medien mit GSH als
einziger Schwefelquelle darauf zurückzuführen war, dass dieser Stamm nicht
mehr in der Lage ist GSH abzubauen, oder ob ein Defekt im GSH-Transport
vorliegt. Auch der isp4  überexprimierende Stamm zeigte keinerlei
phänotypischen Unterschied zum untersuchten Wildtyp S. pombe D18h- (Daten
nicht gezeigt).
Abb. 25: Wachstumskurven der Stämme D18h-, D35 und D35 pREP2-Spopt1
(Wachstum auf EMM, EMM ohne Schwefelquelle und EMM mit 50 µM GSH als
Schwefelquelle)
A – Wachstumskurve von D18h-; B – Wachstumskurve von D35; C – Wachstumskurve
von D35 pREP2-Spopt1
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Tab. 7: Wachstumsraten und Verdopplungszeiten der Stämme D18h-, D35 und
D35 pREP2-Spopt1 (Wachstum auf EMM, EMM ohne Schwefelquelle und EMM
mit 50 µM GSH als Schwefelquelle)
Stamm Medium Wachstumsrate
(/h)
Verdopplungszeit
(h)
EMM 0,08 7,9
EMM ohne S-quelle 0,01 133,3D18h
-
EMM + 50 µM GSH 0,04 19,2
EMM 0,10 6,9
EMM ohne S-Quelle 0,01 161,2D35
EMM + 50 µM GSH 0,01 277,3
EMM 0,09 7,8
EMM ohne S-Quelle 0,09 79,7D35 pREP2-Spopt1
EMM + 50µ GSH 0,04 18,4
4.3.2 Enzymatische Bestimmung des Glutathiongehalts der zu
untersuchenden S. pombe Stämme
Zusätzlich zum reinen Wachstumsverhalten von Wildtyp, Disruptante und
Disruptante nach Komplementation wurde auch der Glutathiongehalt nach
Wachstum in EMM und EMM mit 50 µM GSH als Schwefelquelle bestimmt.
Hierzu wurden die Zellen nach 16 und 26h lyophilisiert. Nach mechanischem
Aufschluss wurde nun der Glutathiongehalt der Zellextrakte enzymatisch
bestimmt. Die erhaltenen und auf den Proteingehalt der Proben bezogenen
Werte sind in Form eines Säulendiagramms aufgeführt (s. Abb. 26). Es wurden
jeweils Mittelwerte aus vier unabhängigen Messungen angegeben.
Wie die Daten zeigen, beinhaltete der Wildtyp bei Wachstum auf EMM mit GSH
als einziger Schwefelquelle deutlich mehr intrazelluläres Glutathion, als die
Disruptante (etwa 20-mal höherer Wert). Mit zunehmender Kultivierungsdauer
nahm der Gehalt an Glutathion ab, was darauf zurückzuführen ist, dass es von
den Zellen u.a. zur Schwefelgewinnung verstoffwechselt wurde.
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Abb. 26: Glutathiongehalt der Stämme D18h-, D35 und D35 pREP2-Spopt1 (nach 16-
und 26-stündigem Wachstum auf EMM, sowie EMM mit 50 µM GSH als
Schwefelquelle)
Dies erklärt auch, warum die erreichte Zelldichte in diesem Medium im
Vergleich zum Wachstum auf EMM deutlich niedriger ausfiel. Der insgesamt
sehr niedrige Glutathiongehalt der Disruptante korreliert mit ihrer fehlenden
Fähigkeit auf EMM-Medium, welches Glutathion als einzige Schwefelquelle
enthält, zu wachsen. Dies lässt vermuten, dass das beobachtete Wachstums-
verhalten darauf zurückzuführen ist, dass D35 Glutathion nicht mehr aus dem
Kulturmedium aufnehmen kann und nicht darauf, dass die Zellen Glutathion
nicht mehr verstoffwechseln können. Ebenfalls in Übereinstimmung mit den
zuvor dargestellten Wachstumsexperimenten glichen die für den Stamm D35
pREP2-Spopt1 ermittelten Glutathiongehalte denen des Wildtyps. Erneut zeigte
sich also, dass der Phänotyp der Disruptante durch den auf dem Plasmid
vorhandenen, intakten Leserahmen komplementiert werden konnte. Der
ebenfalls betrachtete, überexprimierende Stamm verhielt sich erneut wie der
Wildtyp D18h- (Daten nicht aufgeführt). Bei Wachstum in EMM mit
konventioneller Schwefelquelle waren die gemessenen Glutathiongehalte aller
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drei Stämme sehr ähnlich. Dies zeigt, dass die Disruptante D35 genau wie der
Wildtyp in der Lage ist, Glutathion aus dem im Medium befindlichen
Ammoniumsulfat zu synthetisieren. Der beobachtete Phänotyp ist also
tatsächlich auf eine defekte GSH-Aufnahme zurückzuführen. Auch in EMM
nahm der intrazelluläre GSH-Gehalt mit zunehmender Kultivierungsdauer ab.
Diese Tatsache sollte man generell bei Messungen des Glutathiongehalts
beachten. Zu vergleichende Stämme sollten stets in der gleichen
Wachstumsphase sein und einer gleich langen Kultivierungsdauer unterzogen
werden.
Der überexprimierende Stamm D18h- pREP2-Spopt1 zeigte also insgesamt
keinerlei Unterschied zum Wildtyp. Auch bei Wachstum auf Medien mit sehr
hohen Glutathion-Konzentrationen (10 mM) verhielt er sich wie der Stamm
D18h- (Daten nicht gezeigt), weshalb davon auszugehen ist, dass die
Überexpression von Spopt1 nicht zu einem verstärkten Einstrom von Glutathion
führt, da sich eine solch hohe Konzentration des Tripeptids anderenfalls toxisch
auf die Zellen auswirken würde. Dies hätte eine Verringerung des Wachstums
zur Folge.
4.3.3 Sichtbarmachung des intrazellulären Glutathions in den
untersuchten S. pombe Stämmen
Als Ergänzung zur enzymatischen Bestimmung des Glutathiongehalts der
genannten Stämme, sollte das in den Zellen vorhandene Glutathion auch direkt
sichtbar gemacht werden. Hierzu wurden die Zellen nach Kultivierung in EMM
mit Glutathion als Hauptschwefelquelle mit Mono-Bromobiman behandelt und
anschließend fluoreszenzmikroskopisch betrachtet. Zellen der untersuchten
Stämme wurden fotografiert (s. Abb. 27).
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Abb. 27: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der S. pombe Stämme D18h-, D35,
sowie D18h- pREP2-Spopt1 nach Markierung des Glutathions mit Monobromobiman
A.1 – D18h- (Übersicht, 400x); A.2 – D18h- (1000x); B.1 – D35 (Übersicht, 400x); B.2 –
D35 (1000x); C.1 – D35 pREP2-Spopt1 (Übersicht, 400x); C.2 – D35 pREP2-Spopt1
(1000x)
(Der Stamm 130h+ pREP2-isp4 wurde nicht mit betrachtet.)
Wie auf Abbildung 27 zu erkennen, beinhaltete der Wildtyp D18h- im Vergleich
zur Disruptante D35 deutlich mehr anfärbbares Glutathion, welches sich in den
Vakuolen der Zellen befand (s. fluoreszierende Aggregate in A.2). nach dem
Resultat des oben geschilderten Experimentes, in welchem der Gesamt-
Glutathiongehalt der beiden Stämme bestimmt wurde, war dies zu erwarten.
Die Disruptante zeigte keinerlei fluoreszierende Aggregate, stattdessen wies sie
eine diffus über die Zellen verteilte Fluoreszenz auf, welche den Zellen
vermutlich zu eigen ist und welche somit nicht auf vorhandenes Glutathion
zurückzuführen ist. Auch dies unterstützt die Vermutung, dass das im Medium
vorhandenen Glutathion von D35 nicht mehr internalisiert werden kann. Das
Fluoreszenzmikroskopische Bild des Stamms D35 pREP2-Spopt1 glich, wie
erwartet dem des Wildtyps, auch hier wurde das in den Vakuolen befindliche
Glutathion sichtbar. Erneut konnte demnach gezeigt werden, dass der
Phänotyp der Disruptante durch Einbringen des Vektors pREP2-Spopt1
komplementiert werden konnte.
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Das fluoreszenzmikroskopische Bild des überexprimierenden Stammes D18h-
pREP2-Spopt1 glich dem des Wildtyps (Daten nicht aufgeführt).
4.4 Kreuzung der S. pombe Stämme D35 und 46a14 (Δgsh2)
4.4 Kreuzung der S. pombe Stämme D35 und 46a14 (Δgsh2)
Einen weiteren Hinweis auf die Funktion von SpOPT1 sollte eine Kreuzung der
Disruptante D35 mit dem im gsh2-Gen disruptierten Stamm 46a14h+ erbringen.
Ist das Produkt von Spopt1 tatsächlich ein Glutathion-Transporter in der
Außenmembran der Zelle, so sollte es nicht möglich sein, beide Disruptionen zu
kombinieren, da der resultierende Stamm weder in der Lage sein sollte
Glutathion zu synthetisieren, noch es aus dem Medium aufzunehmen. Die
Doppeldisruption würde sich somit als letal erweisen.
Zur Analyse der Kreuzung wurden nach Sporulation 10 verschiedene Asci mit
Hilfe des Mikromanipulators dissektiert und die darin enthaltenen Sporen
zunächst auf YE-Platten zum Auskeimen gebracht. Die erhaltenen Kolonien
wurden im Folgenden auf YE mit Geneticin übertragen, um auf das
Vorhandensein des KanMX4-Moduls, welches in beiden Disruptionskassetten
enthalten ist zu selektieren. Alle auf YE gekeimten Sporen wuchsen auch auf
Geneticin-haltigen Platten.
Die Kreuzung erbrachte folgendes Ergebnis:
• alle vier Sporen gekeimt: ein Ascus
• zwei der vier Sporen gekeimt: zwei Asci NPD)
• drei der vier Sporen gekeimt: 4 Asci
Zusätzlich waren unter den 10 untersuchten Asci drei darunter, von welchen
lediglich je eine Spore auswuchs. Die hier untersuchten Marker befinden sich
zwar auf dem gleichen Chromosom (Chromosom I), liegen jedoch etwa 2,6 Mb
voneinander entfernt und verhalten sich somit wie ungekoppelte Marker. Man
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voneinander entfernt und verhalten sich somit wie ungekoppelte Marker. Man
würde daher verhältnismäßig gleiche Anteile der verschiedenen Ascustypen
erwarten. Ein möglicher Grund für das beobachtete, von der Erwartung
abweichende Verteilungsverhältnis könnte die generelle schlechte
Überlebensrate der Sporen sein.
Zur weiteren Kontrolle wurden die Einsporkolonien jeweils auf EMM-Platten
ohne zusätzliche Zugabe von Glutathion ausgestrichen, auf diesen Medien
sollten die Δgsh2 Disruptanten nicht wachsen, da diese Glutathion-auxotroph
sind. Da S. pombe generell nicht in der Lage ist ohne Glutathion zu wachsen,
führt die Disruption des gsh2-Gens zur Glutathionauxotrophie des betroffenen
Stammes, dies steht im Gegensatz zu den Verhältnissen bei S. cerevisiae (Lee
et al., 1997; Phlippen et al., 2003). Des Weiteren wurden die aus den Sporen
entstandenen Kolonien auch in EMM-Flüssigmedien mit Glutathion als einziger
Schwefelquelle übertragen, hier sollten nun die im Spopt1 ORF disruptierten
Zellen nicht wachsen (s. hierzu auch Abschnitt 4.3.1), da sie nicht in der Lage
sind das angebotene Glutathion aufzunehmen. Es stellte sich heraus, dass
unter den erhaltenen Einsporkolonien keine dabei war, deren Zellen sowohl
nicht auf EMM (mit regulärer Schwefelquelle) ohne Glutathion, wie auch nicht in
flüssigem EMM mit Glutathion als einziger Schwefelquelle wuchsen. Dies weist
darauf hin, dass Zellen, die beide Disruptionen tragen, nicht lebensfähig sind.
Die entsprechenden Ascosporen keimten dementsprechend nicht aus.
4.5 Lokalisation von SpOPT1
4.5.1 Herstellung des Vektors pREP2-Spopt1-gfp
Um das Genprodukt des Leserahmens Spopt1 innerhalb der Zellen von S.
pombe zu lokalisieren, wurde zunächst ein C-terminales GFP-Konstrukt
hergestellt. Hierzu wurde der von J. Hellenbrand im Rahmen der Diplomarbeit
konstruierte Vektor pREP2-gfp verwendet. In diesen wurde das Spopt1-Insert
über die im Vektor vorhandene BamHI Schnittstelle einkloniert (s. Vektorkarte
im Anhang 7.3). Nach Ligation wurde der Vektor in E. coli DH5α transformiert.
Es wurde Plasmid-DNA der Klone 25, 26 und 27 isoliert, diese wurde zur
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Kontrolle auf Vorhandensein und richtige Orientierung des Inserts zum einen
mit BamHI, zum anderen mit NdeI restringiert. Bei Behandlung der DNA mit
BamHI sollte das Insert aus dem Vektor geschnitten werden. Bei einer
Restriktion mit NdeI wurden bei korrekter Orientierung des Inserts drei Banden
der ungefähren Größe 8800 bp, 1800 bp und 1005 bp erwartet, auch bei
falscher Orientierung entstehen drei Banden, die jedoch die ungefähre Größe
8800 bp, 1500 bp und 1300 bp haben. Das Ergebnis der gelelektrophoretischen
Auftrennung der Restriktionsansätze ist in Abbildung 28 gezeigt.
Abb. 28: Agarosegel der Plasmid-DNA der Klone 25, 26 und 27 (pREP2-Spopt1-gfp)
nach Kontroll-Restriktion mit den Enzymen BamHI und NdeI
1-3 – Klon 25, 26, 27 nach BamHI-Verdau; 4-6 – Klon 25, 26, 27 nach NdeI-Verdau; 7
– λ-Marker
Wie Abbildung 28 zeigt, enthielt lediglich Klon 25 das gewünschte 2556 bp
große Insert, dieses ließ sich durch Restriktion mit BamHI aus dem Vektor
herausschneiden. Beim Verdau mit NdeI entstanden drei verschieden große
Banden, deren Größe dem Bandenmuster, welches die korrekte Orientierung
des Inserts anzeigt, entsprach. Die nachfolgenden Experimente wurden daher
mit der aus Klon 25 stammenden DNA durchgeführt.
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4.5.2 Transformation von S. pombe D35 mit pREP2-Spopt1-gfp und
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der resultierenden
Transformanten
Die aus dem E. coli DH5α Klon 25 isolierte Plasmid-DNA wurde im Folgenden
in Zellen des S. pombe Stammes D35 transformiert. Die Selektion auf
Transformanten erfolgte auf EMM ohne Uracil. Die Kolonien wurden sodann
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Zellen, welche das Spopt1-GFP Fusions-
Protein exprimierten und somit die typische GFP-Fluoreszenz aufwiesen
wurden erneut auf EMM ohne Uracil ausgestrichen. Zu verschiedenen
Zeitpunkten des Wachstums wurde nun nochmals Zellmaterial unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet und fotografiert (s. Abb. 29).
Abb. 29: Zellen der S. pombe Disruptante D35, welche das C-terminal mit GFP
markierte Genprodukt des ORF S p o p t 1  exprimieren (400x; jeweils
fluoreszenzmikroskopisches Bild, sowie Bild im Durchlicht)
A – nach ca. 16-stündigem Wachstum; B – nach ca. 26-stündigem Wachstum; C – sich
teilende Zelle nach etwa 26-stündigem Wachstum; D – nach ca. 40-stündigem
Wachstum
Bereits nach 16-stündigem Wachstum war ein deutliches Fluoreszenzsignal in
den untersuchten Zellen zu erkennen (s. Abb. 29 A). Dieses beschränkte sich
überwiegend auf die Zellperipherie und somit die Membran der Zellen. Im
Zellinneren war zusätzlich eine kreisförmige, nicht ausgefüllte Struktur zu
erkennen, bei welcher es sich wahrscheinlich um das um den Zellkern
angeordnete ER handelte. Nach 26-stündiger Kultivierung kamen zu den
bereits beschriebenen fluoreszierenden Strukturen, weitere in der Zelle
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verteilte, kugelförmige, ausgefüllte, fluoreszierende Aggregate (s. Abb. 29 B).
Diese entsprachen vermutlich den in der Zelle vorhandenen Vakuolen. Bei sich
teilenden Zellen wurde sichtbar, dass auch das neu gebildete Zellwandseptum
leicht fluoreszierte (s. Abb. 29 C). Bei Zellen, die nach 40-stündigem Wachstum
untersucht wurden, war die in den Vakuolen vorhandene Fluoreszenz deutlich
stärker, als bei den vorher betrachteten Zellen (s. Abb. 29 D). Dies war
vermutlich auf in die Vakuole transportierten Abbauprodukte des GFP-
Konstruktes zurückzuführen. Der Gesamtanteil fluoreszierender Zellen lag bei
etwa 20-30%.
Der zur Lokalisation verwendete Stamm wurde auch auf die Fähigkeit des
Spopt1-GFP Konstrukts, die Disruption von Spopt1 zu komplementieren hin
getestet, um sicherzugehen, dass das Konstrukt in der Zelle funktionell ist. Die
Komplementationsfähigkeit war gegeben, der Stamm war in der Lage
Glutathion als Schwefelquelle zu nutzen. Die optische Dichte bei 600 nm und
28-stündiger Kultivierungsdauer betrug für den Stamm D35 pREP2-Spopt1-gfp
0,65. Dies entsprach in etwa den für den Stamm D35 pREP2-Spopt1
bestimmten Werten.
4.6 Untersuchungen zum S. cerevisiae ORF HGT1
4.6.1 Kreuzkomplementation der Disruption des Leserahmens
Spopt1 mit dem S. cerevisiae ORF HGT1, sowie Überexpression von
HGT1 in S. pombe 130h+
4.6.1.1 Herstellung des Vektors pREP2-HGT1
Um zu überprüfen, ob der S. cerevisiae ORF HGT1 den durch die Disruption
des ORF Spopt1  entstehenden Phänotyp komplementiert, sowie zur
Überprüfung einer möglichen Auswirkung der Überexpression von HGT1 in S.
pombe, wurde HGT1  in den Hefeexpressionsvektor pREP2 einkloniert.
Anschließend wurde das Plasmid in die Spopt1 Disruptante, sowie in den
Stamm 130h+ eingebracht. Das Insert wurde über PCR hergestellt und über die
Restriktionsschnittstellen SalI und BamHI einligiert (Vektorkarte s. Anhang 7.3).
Das so hergestellte Konstrukt wurde in E. coli DH5α transformiert. Zur Kontrolle
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wurde Plasmid-DNA des Klons 38 mit SalI und BamHI restringiert. Hierdurch
wurde das 2400 bp große Insert wieder aus dem Vektor freigesetzt. Die so
behandelte DNA wurde elektrophoretisch aufgetrennt (s. Abb. 30). Zur weiteren
Kontrolle wurde das in der Plasmid-DNA des Klons 38 enthaltene Insert
sequenziert, um etwaige Mutationen ausschließen zu können. Die Sequenz
entsprach der in der S. cerevisiae Gendatenbank angegebenen Sequenz. Die
aus Klon 38 isolierte DNA wurde somit für die folgenden Versuche verwendet.
Abb. 30: Kontrolle der Transformation von E. coli DH5 α mit pREP2-HGT1
1 – λ-Marker; 2 – pREP2-HGT1 (Klon 38) nach Restriktion mit SalI und BamHI
4.6.1.2 Einbringen des Vektors pREP2-HGT1 in S. pombe 130h+
Der aus Klon 38 isolierte Vektor pREP2-HGT1 wurde in S. pombe 130h+
transformiert. Die Selektion auf Vorhandensein des gewünschten Vektors
erfolgte auf EMM-Platten ohne Uracil. Zellmaterial der erhaltenen
Tranformanten wurde erneut auf EMM-Platten ohne Uracil ausgestrichen.
Zudem wurde aus den Transformanten 21, 22, 23 und 24 das erhaltene
Plasmid reisoliert und in E. coli DH5α eintransformiert. Zellmaterial der hierbei
erhaltenen E. coli Klonen wurde als Template in eine „colony PCR“ eingesetzt,
bei welcher Primer zur Amplifikation des gewünschten HGT1-Inserts verwendet
wurden. Die Produkte dieser PCR wurden anschließend elektrophoretisch
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aufgetrennt. Das Ergebnis der Elektrophorese ist in Abbildung 31 dargestellt.
Wie auf der Abbildung zu sehen, enthielten die S. pombe Transformanten 21,
23 und 24 das gewünschte Plasmid pREP2-HGT1. Die Plasmide ließen sich
reisolieren und in E. coli eintransformieren. In der Kontroll-PCR konnte das im
Vektor befindliche, 2400 bp große Insert amplifiziert werden. Transformante 23
wurde im Folgenden für weitere Experimente verwendet.
Abb. 31: Kontrolle der Transformation von E. coli DH5 α mit pREP2-HGT1 (aus
„plasmid-rescue“ der S. pombe 130h+ pREP2-HGT1 Transformanten)
1 – λ-Marker; 2-5 – PCR-Produkte („colony-PCR“ der E. coli DH5α Klone, welche mit
DNA aus den S. pombe D18h- Transformanten 21, 22, 23 und 24 transformiert
wurden); 6 – Negativkontrolle
4.6.1.3 Einbringen der Spopt1-Disruption in S. pombe 130h+ durch Kreuzung
von 130h+ mit D35
Aufgrund der verlorenen Transformierbarkeit von D35 (s. auch 4.2.3) und weil
bei einer Kreuzung von D35 und 130h+-pREP2-HGT1 das Plasmid während der
Meiose verloren ging, wurde Disruptante D35 mit S. pombe 130h+ gekreuzt, um
einen in Spopt1 disruptierten S. pombe 130h+-Stamm zu erhalten. Dieser
Stamm sollte dann im Folgenden mit dem Plasmid pREP2-HGT1 transformiert
werden. Die Produkte der Kreuzung nach Sporulation wurden zunächst auf YE-
Platten gebracht und die Kolonien anschließend auf YE + G418 überstempelt.
Es wurden nun solche Kolonien isoliert, die auf YE + G418 wuchsen und
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zugleich rot gefärbt waren, da solche Zellen die Spopt1-Disruptionskassette im
genetischen Hintergrund von 130h+ (dieser Stamm enthält eine Adenin-
Auxotrophie, welche in D35 nicht vorhanden ist) enthielten. Eines dieser
Kreuzungsprodukte wurde nun erneut auf YE + G418 ausgestrichen, zum
Vergleich wurden auch S. pombe 130h+ und D35 aufgetragen (s. Abb. 32). Wie
auf Abbildung 32 zu erkennen, wuchs der nach der oben beschriebenen
Kreuzung isolierte Stamm 130h+ΔSpopt1 auf YE + G418 und war rot gefärbt.
Die Disruptante D35 (genetischer Hintergrund: D18h-) wuchs wie erwartet
ebenfalls auf Medium mit Geneticin. D35 jedoch weiß gefärbt, da die im 130h+
vorhandene Adenin-Auxotrophie nicht enthalten ist. Der WT 130h+ wuchs nicht
auf YE + G418, was ebenfalls der Erwartung entsprach. Ein weiterer Nachweis
auf das Vorhandensein der Disruption von Spopt1 in dem nach Kreuzung
isolierten Stamm 130h+ΔSpopt1 war die Kontrolle auf das Vorhandensein des
Phänotyps „Kein Wachstum mit Glutathion als einziger Schwefelquelle in
flüssigen Medien“, welcher im Wachstumstest nachgewiesen werden konnte (s.
Abb. 34).
Abb. 32: Wachstum von S. pombe D35, 130h+ und 130h+ΔSpopt1 auf YE + G418
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4.6.1.4 Transformation von S. pombe 130h+ΔSpopt1 mit pREP2-HGT1
Der aus dem E. coli DH5α Klon 38 isolierte Vektor pREP2-HGT1 wurde sodann
in S. pombe 130h+ΔSpopt1 transformiert. Die Selektion auf Vorhandensein des
gewünschten Vektors erfolgte auf EMM-Platten ohne Uracil. Zellmaterial der
erhaltenen Transformanten wurde erneut auf EMM-Platten ohne Uracil
ausgestrichen. Zudem wurde der Vektor aus den Transformanten 1-4 reisoliert.
Die erhaltene DNA wurde in E. coli DH5α transformiert, erneut aus den E. coli-
Klonen aufgereinigt und als Template in eine Kontroll-PCR eingesetzt. In dieser
wurden Primer zur Amplifikation des im Vektor enthaltenen HGT1-Insert
verwendet. Die resultierenden PCR-Produkte wurden elektrophoretisch
aufgetrennt. Das Ergebnis der Elektrophorese ist in Abbildung 33 gezeigt. Wie
zu sehen, enthielten alle hier untersuchten E. coli DH5α Klone das gewünschte
Insert. Es war somit davon auszugehen, dass es sich bei den aus S. pombe
130h+ΔSpopt1 reisolierten Plasmiden um pREP2-HGT1 handelte. Für die
weiteren Untersuchungen wurde S. pombe Transformante 1 verwendet.
Abb. 33: Elektrophorese der PCR-Proben aus der Kontroll-PCR nach „plasmid-rescue“
aus S. pombe 130+ΔSpopt1 pREP2-HGT1 Klon 1-4 und Transformation von E. coli
DH5α
1 – λ-Marker; 1-5 – PCR-Produkte („colony-PCR“ der E. coli DH5α Klone 1-4, welche
mit DNA aus den S. pombe 130h+ΔSpopt1 Transformanten 1-4 transformiert wurden);
6 – Negativkontrolle
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4.6.2 Phänotypisierung der S. pombe Stämme 130h+, 130h+∆Spopt1,
130h+∆Spopt1 pREP2-HGT1 und 130h+ pREP2-HGT1
4.6.2.1 Wachstumsverhalten der zu untersuchenden S. pombe Stämme auf
Medien mit Glutathion als einziger Schwefelquelle
Aufgrund der Ergebnisse der vorangegangenen Wachstumsversuche wurden
die im Folgenden beschriebenen Wachstumstest sofort in flüssigen Medien
durchgeführt. Die zu untersuchenden S. pombe Stämme wurden nach 2-tägiger
Vorkultivierung in YE-Medium jeweils in 200 ml EMM, 200 ml EMM ohne
Schwefelquelle, sowie je 200 ml EMM mit 50 µl GSH als einziger Schwefel-
quelle überstempelt. Zur Erstellung einer Wachstumskurve wurden während der
Kultivierung über 28h zu verschiedenen Zeitpunkten Proben gezogen und
deren OD600 bestimmt. Die so für den Wildtyp 130h
+, Disruptante
130h+∆Spopt1 , sowie für Stamm 130h+∆Spopt1 pREP2-HGT1 erstellten
Wachstumskurven sind in Abbildung 34 dargestellt. Der H G T 1
überexprimierende Stamm unterschied sich in seinem Wachstumsverhalten
nicht vom Wildtyp (Daten nicht gezeigt). Die anhand des Diagramms ermittelten
Wachstumsraten und Verdopplungszeiten sind in Tabelle 8 zusammengefasst.
Wie in Abbildung 34  und Tabelle 8 gezeigt, waren wie erwartet alle hier
untersuchten Stämme in der Lage in EMM-Medium zu wachsen und zeigten
kein nennenswertes Wachstum in Medium ohne Schwefelquelle. In EMM-
Medium mit 50 µM Glutathion als einziger Schwefelquelle hingegen wuchsen
lediglich der Wildtyp, sowie die Disruptante nach Einbringen des Plasmids
pREP2-HGT1. Die ermittelte Wachstumsrate fiel hierbei im Fall des Wildtyps
130h+ etwa 1,2-fach niedriger aus, als bei Wachstum in EMM. 130h+∆Spopt1
pREP2-HGT1 erreichte in EMM mit Glutathion als einziger Schwefelquelle eine
etwa 1,8-fach geringere Wachstumsrate, als in EMM. Auch das Produkt des
aus S. cerevisiae stammenden und zu Spopt1 komplementären ORFs HGT1
war somit in der Lage den auf der Disruption von Spopt1 beruhenden Phänotyp
zu komplementieren. Im Vergleich zu den auf dem S. pombe Ausgangsstamm
D18h- beruhenden Stämmen zeigten sowohl der Wildtyp 130h+, wie auch die
von diesem Stamm abgeleiteten Stämme bereits in EMM deutlich niedrigere
Wachstumsraten und die anfänglichen Lag-Phasen fielen im Schnitt noch etwas
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länger aus. Dies ist ein genereller Nachteil des Stamms 130h+, Vorteil dieses
Stammes ist jedoch seine gute Transformierbarkeit, außerdem lässt er sich
deutlich besser aufschließen, als der Stamm D18h-.
Abb. 34: Wachstumskurven der Stämme 130h+, 130h+∆Spopt1 und 130h+∆Spopt1
pREP2-HGT1 (Wachstum auf EMM, EMM ohne Schwefelquelle und EMM mit 50 µM
GSH als Schwefelquelle)
A – Wachstumskurve von 130h+; B – Wachstumskurve von 130h+∆Spopt1; C –
Wachstumskurve von 130h+∆Spopt1 pREP2-HGT1
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Tab. 8: Wachstumsraten und Verdopplungszeiten der Stämme 130h+,
130h+∆Spopt1 und 130h+∆Spopt1 pREP2-HGT1 (Wachstum auf EMM, EMM ohne
Schwefelquelle und EMM mit 50 µM GSH als Schwefelquelle)
Stamm Medium Wachstumsrate
(/h)
Verdopplungszeit
(h)
EMM 0,04 19,0
EMM ohne S-quelle 0,01 97,6130h
+
EMM + 50 µM GSH 0,03 22,9
EMM 0,04 19,4
EMM ohne S-Quelle 0,01 177,7130h
+∆Spopt1
EMM + 50 µM GSH 0,01 108,3
EMM 0,03 19,9
EMM ohne S-Quelle 0,01 147,5130h+∆Spopt1 pREP2-
HGT1 EMM + 50µ GSH 0,02 37,3
4.6.2.2 Enzymatische Bestimmung des Glutathiongehalts der hier zu
untersuchenden S. pombe Stämme
Erneut wurde zusätzlich zu den Wachstumstests auch der Glutathiongehalt,
nach Wachstum in EMM und EMM mit 50 µM GSH als Schwefelquelle, von
Wildtyp 130h+, Disruptante 130h+∆Spopt1  und der Disruptante nach
Komplementation mit pREP2-HGT1 bestimmt. Hierzu wurden die Zellen nach
16 und 26h geerntet, lyophilisiert und aufgeschlossen. Der Glutathiongehalt der
so hergestellten Zellextrakte wurde sodann enzymatisch bestimmt. Die nach
graphischer Auswertung erhaltenen Werte wurden auf den Proteingehalt der
Proben bezogen und sind in Abbildung 35 in Form eines Säulendiagramms
aufgeführt. Es wurden jeweils Mittelwerte aus vier unabhängigen Messungen
angegeben. Wie bereits bei den weiter oben gezeigten Daten zu den auf dem
Ausgangsstamm D18h- beruhenden Stämmen, beinhaltete der Wildtyp 130h+
bei Wachstum auf EMM mit GSH als einziger Schwefelquelle erneut deutlich
mehr intrazelluläres Glutathion, als die Disruptante. Wobei der Unterschied
zwischen beiden Stämmen hier geringer ausfiel, da der Stamm 130h+ bereits
etwa dreimal weniger Glutathion enthielt, als der Wildtyp D18h-. Erneut nahm
der Glutathiongehalt mit zunehmender Kultivierungsdauer ab. Der für die
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Spopt1 -Disruptante bestimmte Wert glich dem für D35 bestimmten
Glutathiongehalt und korrelierte auch hier mit dem Wachstumsverhalten des
Stammes. Ebenfalls in Übereinstimmung mit den zuvor dargestellten
Experimenten konnte die Auswirkung der Disruption durch Einbringen des ORF
HGT1 komplementiert werden, wenn auch der Phänotyp des Wildtyps nicht
vollständig wiederhergestellt wurde (der komplementierte Stamm enthielt knapp
zweimal weniger Glutathion, als der Wildtyp 130h+). Interessant war, dass der
ebenfalls untersuchte, HGT1-überexprimierende Stamm etwa 1,4-mal mehr
Glutathion beinhaltete, als der Wildtyp. Dies ließ darauf schließen, dass es bei
Überexpression von HGT1 in S. pombe möglicher Weise zu einer vermehrten
Aufnahme von Glutathion kommt. Bei Wachstum in EMM mit konventioneller
Schwefelquelle waren die gemessenen Glutathiongehalte aller hier
untersuchten Stämme sehr ähnlich und auch hier nahm der intrazelluläre
Glutathiongehalt über der Dauer der Kultivierung ab.
Abb. 35: Glutathiongehalt der Stämme 130h+, 130h+∆Spopt1, 130h+∆Spopt1 pREP2-
HGT1 und 130h+ pREP2-HGT1 (nach 16- und 26-stündigem Wachstum in EMM, sowie
EMM mit 50 µM GSH als Schwefelquelle)
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4.6.2.3 Sichtbarmachung des intrazellulären Glutathions in den hier
untersuchten S. pombe Stämmen
Das in den Zellen der genannten Stämme von S. pombe, sowie des HGT1
überexprimierenden Stamms 130h+ pREP2-HGT1 vorhandene Glutathion
wurde mittels Färbung mit Mono-Bromobiman direkt sichtbar gemacht. Die
Zellen wurden zu diesem Zweck in EMM-Medium mit Glutathion als Haupt-
schwefelquelle angezogen, mit Mono-Bromobiman behandelt und unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die Zellen wurden nun jeweils bei 400-facher
Vergrößerung fotografiert (s. Abb. 36).
Wie auf der Abbildung zu sehen, zeigte der Wildtyp 130h+ wie auch zuvor der
Stamm D18h- zahlreiche fluoreszierende Aggregate, welche in den Vakuolen
lokalisiert waren (s. va. A2). Diese entsprachen den in den Zelle vorhandenen
Mono-Bromobiman-Glutathion-Konjugaten. Auch im HGT1 überexprimierenden
Stamm 130h+ pREP2-HGT1 befand sich Glutathion innerhalb der Vakuolen (B1,
B2), wobei die Leuchtintensität der fluoreszierenden Strukturen hier höher zu
sein schien, als bei Zellen des Wildtyps. Dies korrelliert mit dem gemessenen
Glutathiongehalt. Die Disruptante hingegen zeigte keinerlei fluoreszierende
Aggregate, was mit den Ergebnissen der enzymatischen Bestimmung des
Glutathiongehalts übereinstimmt. In der Disruptante nach Komplementation mit
HGT1 waren nun wieder fluoreszierende Strukturen nach Behandlung mit
Mono-Bromobiman zu erkennen. Diese waren jedoch deutlich kleiner als bei
Wildtyp und überexprimierendem Stamm, auch waren sie nicht kreisrund
abgegrenzt, sondern eher diffus und Sprenkel-ähnlich verteilt. Auch war die
Fluoreszenz in Zellen dieses Stammes deutlich schwächer. Wie bereits die
Resultate von Wachstumstest und enzymatischer Bestimmung des
Glutathiongehalts, zeigte auch dieses Ergebnis, dass Hgt1p in der Lage ist die
Disruption von Spopt1  zu komplementieren. Allerdings schien diese
Komplementation nicht zur vollständigen Wiederherstellung des Wildtyps zu
führen.
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Abb. 36: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der S. pombe Stämme 130h+, 130h+
pREP2-HGT1, 130h+∆Spopt1, sowie 130h+∆Spopt1 pREP2-HGT1 nach Markierung
des Glutathions mit Monobromobiman
A.1 – 130h+ (Übersicht, 400x); A.2 – 130h+ (1000x); B.1 – 130h+ pREP2-HGT1
(Übersicht, 400x); B.2 – 130h+ pREP2-HGT1 (1000x); C.1 – 130h+∆Spopt1 (Übersicht,
400x); C.2 – 130h+∆Spopt1 (1000x); D.1 – 130h+∆Spopt1 pREP2-HGT1 (Übersicht,
400x); D.2 – 130h+∆Spopt1 pREP2-HGT1 (1000x)
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4.6.2.3 Auswirkung der Überexpression von HGT1 in S. pombe 130h+ bei
höheren Glutathionkonzentrationen
Aufgrund der Resultate der vorangehend beschriebenen Versuche, welche
nahelegten, dass die Überexpression von HGT1 in S. pombe möglicherweise
eine Änderung des Phänotyps mit sich bringt, sollte der betroffene Stamm
130h+ pREP2-HGT1 näher untersucht werden.
Sowohl die Färbung mit Mono-Bromobiman, als auch die enzymatische
Bestimmung des Glutathiongehalts ließen vermuten, dass die Überexpression
in einer verstärkten Glutathionaufnahme im Vergleich zum Wildtyp resultiert.
Deshalb sollte nun die Auswirkung von stark erhöhten Glutathion-
konzentrationen im umgebenden Medium auf 130h+ pREP2-HGT1 , im
Vergleich zum Wildtyp, sowie zur Disruptante D35 und dem Spopt1
überexprimierenden Stamm 130h+ pREP2-Spopt1, untersucht werden. Alle vier
Stämme wurden zu diesem Zweck auf EMM ohne Glutathion, sowie EMM mit
10 mM Glutathion ausgestrichen und über drei Tage bei 28°C inkubiert. Das
Ergebnis des Versuchs ist in Abbildung 37 zu sehen.
Abb. 37: Wachstum von S. pombe 130h+, 130h+ pREP-Spopt1, 130h+ pREP2-HGT1
und D35 auf EMM und EMM mit 10 mM Glutathion
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Wie die Abbildung zeigt, wuchsen, wie erwartet, alle hier untersuchten Stämme
auf EMM-Platten. Der Wildtyp 130h+ zeigte auf diesem Medium ein leicht
verringertes Wachstum, im Vergleich zu den übrigen Stämmen. Auf den EMM-
Platten, welchen 10 mM Glutathion zugesetzt wurde, wuchsen nun der Wildtyp,
die Disruptante D35 und auch der Spopt1 überexprimierende Stamm genauso
gut oder sogar besser. Der HGT1 überexprimierende Stamm jedoch wuchs
deutlich schlechter und v.a. langsamer, als auf EMM ohne Glutathion. Hohe
Konzentration von Glutathion schienen diesen Stamm somit zu beeinträchtigen,
was vermutlich auf einen verstärkten Glutathioneinstrom in Zellen dieses
Stammes zurückzuführen ist. Bei niedrigeren Glutathionkonzentrationen zeigte
sich kein toxischer Effekt von Glutathion auf den HGT1-überexprimierenden
Stamm (Daten nicht gezeigt).
4.6.3 Kreuzkomplementation der Disruption des Leserahmens HGT1
in S. cerevisiae ABC822 mit den S. pombe Leserahmen Spopt1 und
isp4
Um zu testen, ob die Genprodukte der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Leserahmen, welche für putative Glutathiontransporter kodieren, in der Lage
sind die Disruption des Glutathiontransportergens HGT1 in S. cerevisiae zu
komplementieren, sollten die beiden ORF Spopt1 und isp4 in einen geeigneten
Vektor einkloniert und in den Stamm S. cerevisiae ABC822 transformiert
werden.
4.6.3.1 Herstellung der Vektoren pCM190-isp4 und pCM190-Spopt1
Zur Herstellung der komplementierenden Plasmide wurde der Tetracyklin-
reprimierbare, episomale S. cerevisiae Expressionsvektor pCM190 verwendet
(s. Vektorkarte im Anhang 7.3). Dieser Vektor trägt den Selektionsmarker
URA3. Das Insert Spopt1 wurde über eine im Vektor vorhandene BamHI-
Schnittstelle einligiert, zur Einklonierung des Inserts isp4 wurden eine BamHI,
sowie eine NotI-Schnittstelle verwendet. Beide Inserts wurden mittels PCR
amplifiziert, wobei genomische DNA des S. pombe Stammes 130h+ als
Template diente. Nach Ligation wurden die Vektor-Insert-Konstrukte in E. coli
DH5α transformiert. Zur Kontrolle wurden die Klone E. coli DH5α pCM190-isp4
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Klon 2 und E. coli DH5α  pCM190-Spopt1 Klon 5 auf Vorhandensein der
gewünschten Inserts und im Fall von pCM190-Spopt1 auch auf korrekte
Orientierung desselbigen geprüft. Hierzu wurde die in den Klonen enthaltene
Plasmid-DNA zunächst mit Hilfe des Qiagen Mini-Prep Kits isoliert. Die DNA
aus E. coli DH5α pCM190-isp4 Klon 2 wurde zur Freisetzung des 2358 bp
großen Inserts mit BamHI und NotI (in einem Ansatz) geschnitten. Des
Weiteren wurde DNA dieses Klons mit HindIII restringiert, wobei dieses Enzym
einmal im Insert schneidet (an Position 1699), sowie einmal im Vektor (an
Position 2824). Bei Vorhandensein des Inserts wurden somit zwei Fragmente
erwartet, von denen Eines 991 bp (709 bp des Inserts + 282 bp des Vektors),
das Andere 9429 bp (1699 bp des Inserts + 7730 bp des Vektors) groß sein
sollte. Die aus E. coli DH5α pCM190-Spopt1 Klon 5 stammende DNA hingegen
wurde zur Freisetzung des 2556 bp großen Inserts mit BamHI behandelt. Zur
Kontrolle auf richtige Orientierung des Inserts wurde zusätzlich mit HindIII
geschnitten, hierbei wurde bei gewünschter Orientierung ein 594 bp große
Fragment (312 bp des Inserts + 282 bp des Vektors), sowie ein 9954 bp großes
Fragment (2224 bp des Inserts + 7730 bp des Vektors) erwartet (s.
Vektorkarten im Anhang 7.3). Bei falscher Orientierung des Inserts hingegen
sollte ein 2506 bp großes DNA-Fragment (2224 bp des Inserts + 282 bp des
Vektors), sowie ein 8042 bp großes Fragment (312 bp des Inserts + 7730 bp
des Vektors) entstehen. Die wie beschrieben hergestellten Restriktionsansätze
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Ergebnis der Elektrophoresen ist
in Abbildung 38 dargestellt.
Wie auf der Abbildung zu sehen, stimmten die nach Restriktion und elektro-
phoretischer Auftrennung, der zu überprüfenden Plasmide, entstandenen
Bandenmuster mit den oben beschriebenen, erwarteten Banden überein. Die E.
coli DH5α-Klone mit den Vektoren pCM190-isp4 (Klon 2) und pCM190-Spopt1
(Klon 5) wurden somit für die folgenden Experimente verwendet. Erneut wurden
die DNA beider Klone zusätzlich sequenziert, um sicher zu gehen, dass im
Verlauf der PCR-Schritte keine Mutationen entstanden.
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Abb. 38: Elektrophorese der Restriktionsansätze zur Kontrolle der Plasmide pCM190-
isp4 (aufgereinigt aus Klon2) und pCM190-SPAC29B12.10c (aufgereinigt aus Klon 5)
A: pCM190-isp4 nach HindIII-Verdau; 1 – λ-Marker; 2 – pCM190-isp4 nach HindIII-
    Verdau
B: pCM190-isp4 nach BamHI/ NotI-Verdau; 1 – λ-Marker; 2 – pCM190-isp4 nach
   BamHI/ NotI-Verdau
C: pCM190-Spopt1 nach BamHI-Verdau; 1 – λ-Marker; 2 – pCM190-Spopt1 nach
    BamHI-Verdau
D: pCM190-Spopt1 nach HindIII-Verdau; 1 – λ-Marker; 2 – pCM190-Spopt1 nach
    HindIII-Verdau
4.6.3.2 Transformation von S. cerevisiae ABC822 mit den Vektoren pCM190-
isp4 und pCM190-Spopt1 (Kreuzkomplementation von Δ hgt1)
Die aus den oben beschriebenen E. coli DH5α Klonen stammenden Plasmide
pCM190-isp4 und pCM190-Spopt1 wurden im Folgenden in den S. cerevisiae
Stamm ABC822, in welchem das für einen Glutathiontransporter kodierende
HGT1 Gen disruptiert ist, transformiert. Die Selektion auf Transformanten
erfolgte auf YNB-Medium ohne Uracil. Die Transformanten S. cerevisiae
ABC822 pCM190-isp4 1-3 bzw. pCM190-S p o p t 1 1-3 wurden unter
Selektionsdruck weiter kultiviert. Die darin enthaltene Plasmid-DNA wurde
reisoliert und zur Vermehrung in E. coli DH5α transformiert. Die Selektion auf
Transformanten erfolgte hierbei auf LBA-Platten. Von den erhaltenen E. coli
Klonen wurden je einer (pro S. cerevisiae-Transformante) auf Vorhandensein
des jeweils gewünschten Plasmids hin untersucht. Die enthaltenen Plasmid-
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DNA wurde mittels Qiagen-Miniprep isoliert und als Template in eine Kontroll-
PCR zur Amplifikation der Leserahmen isp4 und Spopt1 eingesetzt. Das
Ergebnis dieser PCR ist in Abbildung 39 gezeigt.
Wie in der Abbildung zu sehen, enthielten alle hier untersuchten E. coli Klone
die jeweils gewünschten Inserts, diese konnten mittels PCR unter Verwendung
der Primerpaare isp4-fw-BamHI/ isp4-rev-NotI und SPAC29B12.10c-fw-BamHI/
SPAC29B12.10c-rev-SmaI amplifiziert werden. Hieraus konnte geschlossen
werden, dass auch die S. cerevisiae Transformanten, aus welchen die zur E.
coli Transformation verwendete Plasmid-DNA isoliert wurde, die gewünschten
Plasmide enthielten. Somit wurden die S. cerevisiae ABC822 pCM190-Spopt1
Transformanten 1-3, sowie die S. cerevisiae ABC822 pCM190-i sp4
Transformanten 1-3 für weiterführende Experimente zur Kreuzkomplementaion
der HGT1-Disruption verwendet. (Diese Arbeiten wurden z.T. im Rahmen eines
Forschungspraktikums von A. Nessel durchgeführt.)
Abb. 39: Elektrophorese der PCR-Proben aus der Kontroll-PCR nach „plasmid-rescue“
aus S. cerevisiae ABC822 pCM190-Spopt1 bzw. pCM190-isp4 (jeweils Transformante
1-3) und Transformation von E. coli DH5α
1 – λ-Marker; 2 – Negativkontrolle; 3-5 – PCR-Produkte (Verwendung der Plasmid-
DNA aus den E. coli DH5α Klonen, welche mit DNA aus den S. cerevisiae ABC822-
pCM190-Spopt1 Transformanten 1-3 transformiert wurden); 6-8 – PCR-Produkte
(Verwendung der Plasmid-DNA aus den E. coli DH5α Klonen, welche mit DNA aus den
S. cerevisiae ABC822-pCM190-isp4 Transformanten 1-3 transformiert wurden)
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4.6.4 Phänotypisierung der S. cerevisiae Stämme ABC822-pCM190-
Spopt1 und ABC822-pCM190-isp4 (Wachstumsverhalten der zu
untersuchenden S. cerevisiae Stämme auf Medien mit Glutathion als
einziger Schwefelquelle)
Um festzustellen, ob die Produkte der S. pombe Leserahmen Spopt1 bzw. isp4
in der Lage sind eine Disruption des ORF HGT1  in S. cerevisiae zu
komplementieren, wurden die wie oben beschrieben hergestellten S. cerevisiae
Stämme, sowie der Stamm ABC822 (trägt die HGT1-Disruption) und der WT
Stamm BY4742 auf ihre Fähigkeit zum Wachstum in EMM-Medium mit GSH als
einziger Schwefelquelle hin untersucht. Zum Vergleich wurden alle Stämme
zusätzlich in Minimalmedien mit konventioneller Schwefelquelle, sowie in
Medien ganz ohne Schwefelquelle überimpft. Bei einem Vorversuch, in
welchem lediglich WT und ABC822 miteinander verglichen wurden, stellte sich
heraus, dass S. cerevisiae im Gegensatz zu S. pombe in der Lage ist auch
ganz ohne Schwefelquelle nach 24h Wachstum noch bis zu einer OD600 von
etwa 1,8 (im Vergleich zu einer OD600 von etwa 2) zu wachsen. Aufgrund dieser
Tatsache, welche vermutlich auf die physiologischen Eigenschaften dieser Hefe
zurückzuführen ist und auf die im Rahmen der Diskussion noch genauer
eingegangen werden soll, erwies es sich als schwierig einen phänotypischen
Unterschied zwischen WT und HGT1-Disruptante, welcher Voraussetzung für
den Nachweis einer Komplementation ist, nachzuweisen. Aus diesem Grund
wurden die zu untersuchenden Stämme durch mehrfaches Überimpfen in
Flüssigmedium ohne Schwefelquelle ausgehungert. Hiernach ergab sich für WT
und Disruptante nach 24h Wachstum in EMM ohne Schwefelquelle eine OD600
von etwa 0,1 bis 0,2 im Gegensatz zu etwa 2 in EMM mit Sulfat als
Schwefelquelle. Bei gleicher Animpfmenge erreichte der WT nach 24-
stündigem Wachstum in EMM mit GSH als einziger Schwefelquelle in etwa eine
OD600 von 0,5, wohingegen die Disruptante lediglich eine OD600 von 0,2 bis 0,3
erreichte. Nach Aushungern zeigte sich somit zwar ein Unterschied im
Wachstum beider Stämme auf EMM bzw. EMM ohne Schwefelquelle. Der
Wachstumsunterschied zwischen WT und Disruptante in EMM mit GSH als
Schwefelquelle fiel jedoch verhältnismäßig gering aus. Dies ist vielleicht z.T.
auch damit zu erklären, dass S. cerevisiae ein zweites, unspezifisches
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Transportsystem besitzt, welches neben anderen schwefelhaltigen
Oligopeptiden auch GSH in die Zellen hinein transportiert und somit der
Disruptante ermöglicht eingeschränkt auch GSH als Schwefelquelle zu nutzen.
Auch die hier untersuchten S. cerevisiae ABC822-Transformanten, welche das
Plasmid pCM190-SPAC29B12.10c bzw. pCM190-isp4 trugen, erreichten nach
Beimpfung der Medien mit gleicher Zellzahl und 24-stündigem Wachstum eine
OD600 von durchschnittlich 0,2. Eine Komplementation war somit nicht zu
beobachten. Auch bei Verwendung des centromerischen S. cerevisiae
Expressionsvektors pCM186 (Herstellung der Konstrukte nicht gezeigt) konnte
eine Komplementation der HGT1-Disruption durch die Produkte der S. pombe-
Leserahmen Spopt1 und isp4 nicht nachgewiesen werden.
4.7 Untersuchungen zum S. pombe ORF SPBC428.11 (homolog zu
MET17 aus S. cerevisiae)
Wie bereits in der Einleitung beschrieben, sollte auch der zu MET17 homologe
Leserahmen SPBC428.11 näher untersucht werden. Das Protein Met17p
übernimmt in S. cerevisiae die Funktion einer O-Acetylhomoserinsulfhydrylase
(s. Abschnitt 1.4.2 und Abbildung 5), welche an der Umsetzung von Acetyl-
Homoserin und Sulfat zu Homo-Cystein und somit an der Sulfat-Assimilation
beteiligt ist. Disruption und Überexpression des ORF SPBC428.11 in S. pombe
sollten nun zeigen, ob das durch diesen ORF codierte Protein in der Spalthefe
ähnliche Funktionen übernimmt. Zu diesem Zweck sollte durch Kreuzung auch
ein doppelt disruptierter Stamm hergestellt werden, welcher sowohl in Spopt1,
als auch in SPBC428.11 disruptiert ist.
4.7.1 Disruption des Leserahmens SPBC428.11
4.7.1.1 Konstruktion der Disruptionskassette zur Disruption von SPBC428.11
Um die phänotypischen Auswirkungen der Zerstörung des Leserahmens
SPBC428.11 zu untersuchen, wurde dieser ORF im Stamm S. pombe 130h+
disruptiert. Hierzu wurde im Rahmen eines Forschungspraktikums von Tatjana
Van de Sand eine auf dem Vektor pFA6aKanMX4 beruhende
Disruptionskassette hergestellt (s. Abb. 40). Mittels PCR wurden zunächst je
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150 bp große Fragmente vom Anfang und Ende des Leserahmens amplifiziert.
Als Template wurde hierbei genomische DNA des Stammes 130h+ verwendet.
Die Fragmente wurden in zwei aufeinander folgenden Klonierungsschritten in
den Vektor eingebaut. Das vordere Fragment wurde über die Schnittstellen
BamHI und SmaI einligiert, das Hintere über SacI und SmaI/ EcoRV.
Die vollständige, 1842 bp große Kassette wurde nach Isolation des fertigen
Vektors aus E. coli DH5α  durch Restriktion mit NotI aus dem Plasmid
freigesetzt und mittels Gelelution aufgereinigt. Die so gereinigte
Disruptionskassette wurde erneut auf ein Agarosegel aufgetragen (s. Abb. 41).
Abb. 40: schematische Darstellung der SPBC428.11::KanMX4 Disruptionskassette
IV Resultate
106
Abb. 41: Aus dem Gel eluierte SPBC428.11::KanMX4 Disruptionskassette
1 – λ-Marker; 2 – gereinigte SPBC428.11::KanMX4 Disruptionskassette
4.7.1.2 Transformation der Disruptionskassette SPBC428.11::KanMX4 in S.
pombe 130h+
Die freigesetzte und gereinigte Disruptionskassette wurde anschließend in den
S. pombe Stamm 130h+ eintransformiert, wobei die Selektion auf Geneticin-
Platten erfolgte. Trotz mehrmaliger Transformation von S. pombe auch mit
verschiedenen DNA-Präparationen konnten keinerlei Disruptanten isoliert
werden. Zwar wuchsen in seltenen Fällen einige Kolonien auf den
Selektionsplatten heran, diese waren jedoch stets sehr klein. Nach Überimpfen
dieser Kolonien wuchsen die Zellen nicht mehr weiter. Die Kassette lag
demnach jedes Mal lediglich ektopisch vor und ging nach Überimpfen verloren.
Um die Effizienz der Transformation selber zu kontrollieren, wurde eine
Positivkontrolle mit 1 µg pREP2 durchgeführt. Die ermittelte Effizienz der
Transformation lag bei etwa 7 x 105 pro µg DNA.
Die Auswirkungen einer Disruption von SPBC428.11 konnte somit nicht
untersucht werden. Es ist möglich, dass es sich bei SPBC428.11 ORF um
einen für S. pombe essentiellen Leserahmen handelt.
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V Diskussion
5.1 Glutathiontransport in der Spalthefe S. pombe
5.1.1 Das Protein SpOPT1
5.1.1.1 Allgemeine Charakteristika des ORF Spopt1 und seines Genprodukts
Der im Rahmen dieser Arbeit untersuchte ORF Spopt1 (SPAC29B12.10c)
codiert für ein 96,3 kDa großes Protein (851 AS). Der hydropathische Index der
Primärsequenz dieses Proteins weist auf das Vorhandensein von 13
Transmembrandomänen hin, was dafür spricht, dass es sich bei dem Protein
SpOPT1 um ein membranständiges Protein handelt. Weiterhin weist die
Primärsequenz deutliche Homologie zur Sequenz des Glutathiontransporters
Hgt1p in S. cerevisiae auf (53 % Identität; 71 % Ähnlichkeit). Wie auch Hgt1p
gehört SpOPT1 zur Familie der Oligopeptidtransporter (OPT). So findet sich in
der Aminosäuresequenz von SpOPT1 das für die OPT-Transporter Familie
typische Sequenzmotiv (Lubkowitz et al., 1997), welches fast vollständig
erhalten ist (s. Abb. 42).
Abb. 42: Vergleich eines Teils der Aminosäuresequenz von SpOPT1 (oben) und dem
für OPT-Transporter typischen Sequenzmotiv (unten)
Rot markiert sind die AS, die sich vom Sequenzmotiv der OPT-Familie unterscheiden.
5.1.1.2 Funktion des Proteins SpOPT1 in der Spalthefe S. pombe
Zu Beginn der hier vorgestellten Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass
es sich bei dem Protein SpOPT1 um ein Molekül in der Plasmamembran der
Hefe S. pombe handelt, welches am Transport von Glutathion in die Zelle hinein
beteiligt ist. Die Hypothese beruhte initial auf einem AS-Sequenzvergleich
V Diskussion
108
verschiedener bekannter Glutathiontransporter, die der OPT-Familie
angehören. Wie bereits im Abschnitt davor erwähnt, zeigte die Sequenz von
SpOPT1 u.a hohe Homologie zu dem in S. cerevisiae gefundenen und für
Glutathion hoch spezifischen Transporter Hgt1p. Zudem waren auch die
Sequenzauffälligkeiten der OPT-Familie vorhanden.
Dahingehend wurde das Protein nun weiter untersucht und die erhaltenen
Resultate stützten die zu Anfang aufgestellte Hypothese. So führte die
Disruption des ORF Spopt1 zum Verlust der Fähigkeit auf Medien mit
Glutathion als einziger Schwefelquelle zu wachsen. Zusammen mit den
Ergebnissen der direkten (enzymatische Bestimmung) und indirekten
(Markierung durch Bromobiman) Bestimmung des Glutathiongehalts wies dies
auf den Verlust der Glutathion-Importaktivität hin. So enthielt der untersuchte in
Spopt1 disruptierte Stamm kaum detektierbares Glutathion. Da sich der
beobachtete Phänotyp durch Expression des intakten ORF komplementieren
ließ, konnte davon ausgegangen werden, dass er tatsächlich aus der
eingeführten Disruption resultierte.
Die Lokalisation von SpOPT1 bzw. des zugehörigen GFP-Konstruktes zeigte,
dass das Protein neben Vakuole und ER auch in der Plasmamembran
lokalisiert ist. Auch hier zeigte sich demnach, dass es sich um ein membran-
ständiges Molekül handelt. Das die Lokalisation nicht eindeutig war, ist als ein
gängiges Problem von GFP-Konstrukten zu werten. Das Anhängen des doch
recht großen GFPs führt häufig dazu, dass die betroffenen Proteine z.T. nicht
mehr funktionell sind und somit abgebaut werden. Dies lässt sich vermutlich auf
eine konformelle Veränderung des an GFP gekoppelten Proteins zurückführen.
Dennoch war hier klar zu erkennen, dass sich das Protein v.a. zu Beginn der
Kultivierung an der Außenmembran befand. Auch die Tatsache, dass die
Komplementation der Disruption von Spopt1 auch durch Einbringen des GFP-
Konstruktes möglich war, zeigt, dass das C-terminal mit GFP verbundene
SpOPT1 innerhalb der Zellen seine natürliche Aufgabe übernimmt und somit
auch an der korrekten Stelle lokalisiert sein muss.
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Die Abbauprodukte in der Vakuole gehen evtl. auf die Überexpression unter
Kontrolle des starken nmt1 Promotors zurück.
Aus den bereits genannten Ergebnissen ergab sich zudem, dass SpOPT1 der
Haupt-Glutathiontransporter in der Spalthefe sein muss. Hierfür sprach auch,
dass die Kreuzung des in Spopt1 disruptierten Stammes D35 mit der gsh2-
Disruptante 46a14 keine lebensfähigen Sporen, die beide Disruptionen trugen,
hervorbrachte. Gäbe es weitere bedeutende Glutathion-Aufnahmesysteme, so
wären die Zellen auch bei Vorliegen einer Disruption in Spopt1 dazu befähigt,
Glutathion aufzunehmen und könnten auf Medien mit Glutathion als
Schwefelquelle wachsen. Es ist jedoch durchaus möglich, dass in S. pombe
andere Oligopeptidtransporter vorkommen, welche neben anderen Peptiden
auch Glutathion in die Zelle transportieren. Die Glutathion-Transportaktivität
muss in einem solchen Fall jedoch zu gering sein, um das Fehlen von SpOPT1
auszugleichen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit ließen allerdings keine Aussage darüber zu, ob es
sich bei SpOPT1 um einen für Glutathion spezifischen Transporter handelt,
oder ob er in der Lage ist auch andere kleine Peptide aus dem Medium in die
Zelle zu transportieren. Bei den Versuchen wurde stets Glutathion als einziges
Substrat des Transporters betrachtet. Die Tatsache jedoch, dass SpOPT1 den
Großteil der Glutathion-Importaktivität ausmacht, lässt vermuten, dass das
Hauptsubstrat des Transporters Glutathion ist.
5.1.2 Das Protein ISP4
Neben dem oben bereits abgehandelten Membranprotein SpOPT1, wies auch
das bereits als Tetrapeptidtransporter charakterisierte Protein ISP4 (Sato et al.,
1993; Lubkowitz et al., 1998) hohe Homologie zu bekannten
Glutathiontransportern auf. Codiert wird dieses Protein durch den ORF
SPBC428.11. Es umfasst 785 AS und ist 89,1 kDa groß. Erneut findet sich in
der AS-Sequenz des Proteins das für die OPT-Familie charakteristische
Sequenzmotiv (s. Abb. 43). Obwohl Lubkowitz et al. (1998) ISP4 bereits als
Peptidtransporter charakterisierten, der v.a. Tetrapeptide (höchste Affinität zu
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KLGL) in die Zellen einschleust, vermuteten Bourbouloux et al. (2000)
trotzdem, dass ISP4 in S. pombe die Funktionen des Hauptglutathion-
transporters Hgt1p der Hefe S. cerevisiae übernimmt. Dies ist auf die ebenfalls
deutlich ausgeprägte Sequenzhomologie zurückzuführen, die zwischen beiden
Proteinen besteht (37 % Identität, 57 % Ähnlichkeit).
Auch wenn ISP4 im Rahmen dieser Arbeit nicht erneut disruptiert wurde, um die
resultierende Disruptante auf ihre Fähigkeit Glutathion aufzunehmen zu
untersuchen, so zeigen die hier präsentierten Resultate doch, dass es sich bei
ISP4 nicht um den Hauptglutathiontransporter der Spalthefe handeln kann.
Denn wie oben ausgeführt, reicht bereits die Disruption von SpOPT1 aus, um
den Glutathiontransport in die Zelle hinein zu unterbinden. Man muss folgern,
dass SpOPT1 und nicht ISP4 den Hauptteil des Glutathioneinstroms in die Zelle
vermittelt und somit mit dem S. cerevisiae Transporter Hgt1p zu vergleichen ist.
Abb. 43: Vergleich eines Teils der Aminosäuresequenz von ISP4 (oben) und dem für
OPT-Transporter typischen Sequenzmotiv (unten)
5.2 Vergleich von S. pombe und S. cerevisiae in Bezug auf den
Glutathiontransport, sowie die Schwefelmobilisierung aus Glutathion
Im Laufe der Durchführung der Experimente fielen verschiedene Unterschiede
zwischen S. pombe und S. cerevisiae, in Bezug auf Glutathiontransport und
Glutathionverwertung auf. Auf diese soll nun im Folgenden eingegangen
werden.
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5.2.1 Kreuzkomplementierbarkeit von Δhgt1 in S. cerevisiae, sowie
von ΔSpopt1 in S. pombe
Um zu prüfen, ob die Hauptglutathiontransporter der beiden Hefen S. cerevisiae
und S. pombe bei Expression in der jeweils anderen Hefe funktionell sind,
wurden Expressionsvektoren, welche die intakten ORF HGT1 und Spopt1
trugen konstruiert. Der S. pombe Expressionsvektor mit dem HGT1 ORF wurde
nun in einen in Spopt1 disruptierten Stamm eingebracht; der S. cerevisiae
Expressionsvektor, der den ORF Spopt1 trug wurde in die HGT1-Disruptante
transformiert. Die so hergestellten Stämme wurden auf ihre Fähigkeit GSH aus
dem Medium aufzunehmen und es somit als Schwefelquelle zu nutzen hin
untersucht. Interessanterweise stellte sich heraus, dass lediglich die
Kreuzkomplementation von ∆Spopt1 durch die Expression von Hgt1p möglich
war, wobei der Phänotyp des Wildtyps zumindest z.T. wieder hergestellt werden
konnte. Im umgekehrten Fall konnte keine Komplementation beobachtet
werden. Offensichtlich ist SpOPT1 nicht in der Lage die Glutathionaufnahme in
S. cerevisiae zu vermitteln, wohingegen Hgt1p auch in S. pombe funktionell ist.
Dies ist evtl. darauf zurückzuführen, dass das Protein aufgrund von Fehlfaltung
und anderer Prozessierungsfehler sehr instabil ist und abgebaut wird. Eine
andere Möglichkeit wäre, dass das Protein gar nicht erst exprimiert wird. Zur
Klärung müsste man das zugehörige RNA-Transkript z.B. über einen „Southern
Blot“ nachweisen, bzw. das Protein selber aufreinigen und nachweisen.
Auch isp4 wurde in die HGT1-Disruptante eingebracht, doch hier fand ebenfalls
keine Komplementation statt. Aufgrund der übrigen Ergebnisse war dies jedoch
auch nicht zu erwarten.
Zu beachten ist weiterhin, dass bei Komplementation von ΔSpopt1 durch
Einbringen von HGT1 ein Phänotyp entsteht, der dem Wildtyp zwar, was die
Aufnahme von Glutathion in die Zelle angeht, ähnelt, der sich jedoch besonders
in einem Punkt deutlich von dem des Wildtyps unterscheidet. Dies ist die
Verteilung des Glutathions innerhalb der Zellen welche nach Markierung mit
Mono-Bromobiman zu sehen ist. In Zellen des Wildtyps fanden sich hierbei
kreisrunde, gut abgesetzte und relativ große, fluoreszierende Aggregate,
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welche den mit Glutathion-Biman-Komplexen angefüllten Vakuolen
entsprachen. Im Gegensatz dazu zeigten die durch Expression von HGT1
komplementierten Zellen Grieß-ähnliche, über die Zellen verteilte,
fluoreszierende Strukturen. Auch hierbei sollte es sich um Vakuolen handeln,
diese sind jedoch sehr ungewöhnlich geformt. Diesen Phänotyp fand man nicht
bei Komplementation mit Spopt1 selbst. Der beobachtete Phänotyp ist nicht
darauf zurückzuführen, dass HGT1 durch Verwendung des starken nmt1
Promotors überexprimiert wurde, da auch der Stamm 130h+ pREP2-HGT1 das
Protein überexprimiert, wobei in diesem Stamm die nach Mono-
Bromobimanfärbung sichtbaren Vakuolen denen des Wildtyps glichen. Worauf
diese Beobachtungen beruhen ist nicht klar. Eine Möglichkeit wäre jedoch, dass
der aus der Sprosshefe stammende Transporter z.T. fehllokalisiert und in die
vakuoläre Membran eingebaut wird, was die Strukturänderung der Vakuolen
erklären kann. In diesem Fall sollte sich die Überexpression in einem zuvor
nicht disruptierten Stamm aber ähnlich auswirken, es sei denn das Protein
würde in einem solchen Stamm (der ja noch sein eigentliches Glutathion-
Transportermolekül bildet) gar nicht erst synthetisiert oder aber sogleich wieder
abgebaut. Dies scheint jedoch nicht der Fall zu sein, da das Vorhandensein von
Hgt1p nach Überexpression in S. pombe  sehr wohl durch einen damit
assoziierten Phänotyp nachweisbar ist (s. hierzu Abschnitt 5.2.3).
5.2.2 Verwendung von Glutathion als Schwefelquelle und Phänomen
des „Sulfur sparings“
Eine weitere interessante Feststellung, die im Verlauf der
Wachstumsexperimente mit Zellen von S. pombe und S. cerevisiae zu Tage
trat, war, dass es im Vergleich zum Wachstum von S. cerevisiae deutlich
einfacher war, das Wachstum von S. pombe in schwefelfreien, flüssigen Medien
zu unterdrücken. D.h. die in Zellen von S. pombe enthaltenen Schwefelreserven
waren sehr schnell verbraucht und die Zellen stellten das Wachstum ein. Nur
aufgrund dieser Tatsache war es möglich den Test auf Wachstum mit
Glutathion als einziger Schwefelquelle als Indikator für den Glutathiontransport
zu verwenden. Im Fall von S. cerevisiae gelang dies zunächst gar nicht.
Naheliegendste Vermutung war deshalb, dass eines oder mehrere der
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Medienbestandteile nicht komplett rein war und Restsulfat oder Schwefel in
anderer Form enthielt. Dies konnte jedoch ausgeschlossen werden, da für das
Experiment, wie im Fall von S. pombe EMM-Medium verwendet wurde (nach
Vorversuchen mit YNB). Dieses Medium ist zwar nicht das gängigste zur
Kultivierung von S. pombe, es wurde jedoch trotzdem verwendet, da das
normalerweise verwendete, auf „Yeast nitrogen base“ basierende Medium noch
schlechtere Ergebnisse liefert. Um die Probleme in schwefelfreiem EMM-
Medium zu lösen, wurden die Zellen vor Beginn des eigentlichen
Wachstumstests durch mehrfaches Überimpfen in schwefelfreies, flüssiges
EMM ausgehungert. Erst dann konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
Wachstum in EMM und EMM ohne Schwefelquelle festgestellt werden und erst
dann war es somit möglich auch eine Aussage über das Wachstum in EMM mit
Glutathion als Schwefelquelle zu tätigen. Eine Komplementation der HGT1
Disruption durch Spopt1 oder isp4 konnte jedoch trotzdem nicht nachgewiesen
werden.
In der Literatur findet sich hierzu der Begriff des „Sulfur sparings“. Dies
beschreibt ein Phänomen, welches bei der Sprosshefe nach Behandlung mit Cd
beobachtet wurde. Vido et al. (2001) und Fauchon et al. (2002) fanden, dass
es in S. cerevisiae nachdem die Zellen 1 mM Cd ausgesetzt waren zu einer
Änderung in der Proteomzusammensetzung kam. Betroffen waren hierbei mind.
54 Proteine, von denen in der Zelle stets mehrere Isoformen in
unterschiedlichen Mengen vorlagen. Diese Proteine unterschieden sich v.a. im
Gehalt an schwefelhaltigen AS. Man fand nun vor und nach Cd-Behandlung
unterschiedliche Isotypen dieser Proteine in der Hefe. Eine genauere Analyse
von 13 der Proteine zeigte, dass nach der Cd-Behandlung stets die
schwefelärmeren Isoformen zu finden waren. Man schloß daraus nun, dass es
für die Zellen bei Vorhandensein von Cd von Vorteil ist die schwefelhaltigen AS
nicht in die Proteinsynthese einzusetzen, sondern sozusagen aufzusparen.
Dies ließ sich dadurch erklären, dass die Zellen unter solchen Bedingungen
einen stark erhöhten Glutathionbedarf haben müssen, da Glutathion benötigt
wird, um das toxische Cd zu binden und unschädlich zu machen. Die Zellen
synthetisieren also vermehrt Glutathion und verbrauchen nun zunächst bereits
vorliegendes Cystein. Des Weiteren wird Methionin über die Zwischenstufen
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Homocystein und Cystation zu Cystein umgebaut (s. auch Abb. 5). Cystein und
Methionin stehen nicht mehr für die Proteinsynthese zur Verfügung. Reguliert
wird dieser Teil der Cd-Antwort auf Transkriptionsebene. Der
Transkriptionsfaktor Met4, der auch an der Kontrolle der Sulfatassimilition
beteiligt ist, vermittelt hierbei die Induktion der Transkription der Gene, die für
die schwefelärmeren Proteinisoformen codieren. Insgesamt ist es der Zelle
somit möglich bis zu 30 % der schwefelhaltigen AS einzusparen.
Für die hier beschriebene Arbeit war dies zwar nicht in direktem Sinne relevant,
da die untersuchten Hefe Stämme nicht mit Cd behandelt wurden. Es zeigte
jedoch, dass die Hefe S. cerevisiae überaus flexibel in der Bereitstellung ihres
Proteinbestecks ist. Es ist durchaus denkbar, dass auch bei Schwefelmangel
überwiegend die schwefelarmen Proteinisoformen zur Expression kommen.
Dies würde erklären warum S. cerevisiae in Medium ohne Schwefel deutlich
länger mit internen Reserven auskommt, als ein Organismus, dem es nicht
möglich ist auf Proteine umzusteigen, die weniger Schwefel enthalten. Dies
scheint für S. pombe der Fall zu sein, denn ein entsprechender Befund ist
bisher nicht publiziert und auch die Resultate der hier durchgeführten
Wachstumstests weisen nicht darauf hin.
[Generell ist es kaum möglich die durchgeführten Tests auf Festmedien
durchzuführen, da auch der für Minimalmedien verwendete aufgereinigte Agar
Sulfat und Schwefel in Mengen enthält, die ausreichen, um den Schwefelbedarf
der Hefezellen zu decken (s. auch Abschnitt 4.3.1)].
5.2.3 Glutathiontoxizität
Srikanth et al. (2006) fanden, dass die Expression von HGT1 unter der
Kontrolle des starken, konstitutiven Promotors TEF I in S. cerevisiae zu einer
stark ausgeprägten Sensitivität gegenüber Glutathion führt. So wird das
Wachstum der Zellen bereits bei Glutathionkonzentrationen im Bereich von 30-
50 µM unterdrückt, obwohl Zellen des Wildtyps auch bei 3 mM Glutathion noch
wachsen. Dies resultiert wohl aus einem verstärkten Glutathioneinstrom in die
Zelle, wenn die Menge an in der Plasmamembran befindlichen Hgt1p
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Molekülen deutlich erhöht ist. Worin genau die toxische Wirkung des
Glutathions besteht ist jedoch bisher nicht bekannt.
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollte nun getestet werden, ob sich die
Überexpression von SpOPT1 in S. pombe in ähnlicher Weise auswirkt und ob
eine Überexpression von Hgt1p in S. pombe eine Sensitivität gegenüber
Glutathion vermittelt. Hierbei zeigte sich, dass lediglich bei Überexpression von
Hgt1p eine erhöhte Sensitivität gegenüber Glutathion zu beobachten war. So
wuchs der betroffenen Stamm auf Medium mit 10 mM Glutathion deutlich
langsamer, als Wildtyp, Disruptante D35, sowie der SpOPT1 überexprimierende
Stamm. Eine wirkliche Toxizität des Tripeptids, in dem Sinne, dass das
Wachstum der Zellen vollständig unterdrückt wurde, war jedoch nicht zu
beobachten.
Nur bei Überexpression von Hgt1p kommt es also zu einer Sensitivität
gegenüber Glutathion, die vermutlich mit einer Verstärkung des
Glutathioneinstroms in die Zelle zu erklären ist, der wiederum auf eine erhöhte
Transporterdichte auf der Zelloberfläche zurückzuführen ist. Warum sich nun
die Überexpression von SpOPT1 bei erhöhter GSH Konzentration im Medium
nicht negativ auf die Zellen auswirkt bleibt offen, es wäre jedoch denkbar, dass
SpOPT1 instabiler ist, als Hgt1p und bereits kurz nach der Synthese abgebaut
wird. Es wäre noch interessant zu sehen, ob sich die verstärkte Expression von
SpOPT1 in Zellen von S. cerevisiae in irgendeiner Weise auf das Wachstum
der Zellen auswirkt.
5.3 Der Leserahmen SPBC428.11
Der Leserahmen SPBC428.11 codiert für ein 46,4 kDa großes Protein mit 429
AS. Die Primärsequenz dieses Proteins weist Homologie zum aus S. cerevisiae
stammenden Protein Met17p (auch Met15p) auf (63 % Identität, 77 %
Ähnlichkeit; s. Anhang 7.2). Wie bereits in der Einleitung erwähnt, handelt es
sich bei Met17p um eine O-Acetylhomoserinsulfhydrylase (s. Abschnitt 1.4.2
und Abbildung 5), welche an der Umsetzung von Acetyl-Homoserin und Sulfat
zu Homo-Cystein und somit an der Sulfat-Assimilation beteiligt ist (Kerjan et
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al., 1986; Miyake et al., 1999). Bei einer Kombination der Disruptionen von
MET17 und HGT1 in S. cerevisiae, erhält man einen Stamm, der nun nicht
mehr in der Lage ist Glutathion aus dem Medium aufzunehmen und der
weiterhin aufgenommenes Sulfat nicht mehr in den Sulfat-Assimilationsweg
einspeisen kann. Er kann also weder den aus Glutathion gewonnenen
Schwefel, noch direkt aufgenommenes Sulfat als Schwefelquelle nutzen.
Andere Schwefelquellen wie Cystein oder Methionin hingegen können jedoch
verstoffwechselt werden. Mit der Kombination der beiden Disruptionen umgeht
man die Problematik der Kultivierung auf Festmedien, welche kaum Sulfat-frei
herzustellen sind (Bourbouloux et al., 2000).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte nun der zu MET17 homologe
Leserahmen SPBC428.11 aus S. pombe disruptiert werden. Auch hier sollte die
Disruption mit der Disruption des ORF Spopt1 kombiniert werden, um zu
prüfen, ob das Produkt von SPBC428.11 die gleichen Aufgaben übernimmt, wie
Met17p. In diesem Fall sollte die Doppeldisruptante auch auf Festmedien mit
Glutathion als einziger Schwefelquelle nicht mehr wachsen können.
Wie jedoch im Ergebnisteil bereits beschrieben, gelang es nicht, einen im
Leserahmen SPBC428.11 disruptierten Stamm herzustellen, was auf die
Letalität einer solchen Disruption hinweist. Eine Aussage über die Funktion des
Genprodukts dieses ORF ist somit nicht möglich.
5.4 Ausblick
Im Rahmen der Untersuchung des Glutathiontransports der Spalthefe und im
Speziellen der Untersuchung des Proteins SpOPT1, wäre es sinnvoll auch eine
biochemische Charakterisierung des Transporters durchzuführen. Hierzu wäre
beispielsweise der Einsatz von radioaktiv markiertem Glutathion als Substrat
denkbar. Durch Aufnahmestudien wären so kinetische Analysen, wie die
Bestimmung des Km-Werts für Glutathion oder Untersuchungen auf das
Vorhandensein einer Feed-back Inhibition durch Glutathion hin möglich. Des
Weiteren könnten weitere kleinere Peptide als mögliche Substrate getestet
werden und auch Inhibitionsstudien, bei welchen man verschiedene Substan-
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zen auf ihre Fähigkeit die Aufnahme von Glutathion zu unterbinden hin testet,
sind denkbar. Auf diese Weise wäre eine viel genauere Charakterisierung des
Transporters möglich und v.a. die Frage, ob es sich tatsächlich um einen für
Glutathion spezifischen Transporter handelt, könnte geklärt werden.
In Bezug auf die durch Überexpression von HGT1 in S. cerevisiae und S .
pombe vermittelte Sensitivität gegenüber Glutathion, wäre es, wie bereits
erwähnt, sinnvoll zu testen, ob die Überexpression von Spopt1 in S. cerevisiae
eine Veränderung des Phänotyps im Vergleich zum Wildtyp mit sich bringt.
Hierbei wäre v.a. auf das möglicherweise eingeschränkte Wachstum auf
Medien mit hohen Glutathionkonzentrationen zu achten.
Außerdem sollte die Lokalisation des Transportermoleküls noch verfeinert
werden, da die durch Verwendung von GFP erhaltenen Daten keine eindeutige
Lokalisation in nur ein Kompartiment zuließen. Die Verwendung eines
kleineren, ebenfalls zur Fluoreszenz anregbaren Proteins zur Herstellung von
Lokalisationskonstrukten wäre denkbar. Bei einem kleineren, angehängten
Molekül kann man von deutlich geringeren konformellen Einflüssen auf das zu
lokalisierende Protein und somit von einer geringeren Wahrscheinlichkeit einer
Fehllokalisation ausgehen. Auch über das Anbringen eines HA-Tags und
anschließender fluoreszenzmikroskopischer Bestimmung der Immunofluores-
zenz wäre eine Lokalisation möglich.
In Bezug auf die Fähigkeit des „Sulfur-sparings“ der Hefe S. cerevisiae, wäre es
interessant zu untersuchen, ob die Spalthefe über ähnliche Mechanismen
verfügt, ihren Stoffwechsel an Schwefelmangel-Bedingungen anzupassen. Am
sichersten wäre dies vermutlich mittels Proteom-Analyse, wie sie auch von
Fauchon et al. (2002) für S. cerevisiae durchgeführt wurde, nachzuweisen. Es
wäre möglich über eine Analyse des Gesamtproteins nach Kultivierung unter
verschiedenen Bedingungen (z.B. verschiedenen Sulfatkonzentrationen im
Medium oder aber auch Medien mit und ohne Cd) unterschiedliche
Proteinisotypen zu identifizieren. Dies wäre mittels 2-D-Elektrophorese
realisierbar. Sollten solche Isoformen verschiedener am Sulfatstoffwechsel
beteiligter Enzyme identifiziert werden, so könnte man diese auf DNA- genauer
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auf Transkriptionsebene weitergehend untersuchen. Über eine quantitative RT-
PCR könnte die Transkriptmenge der zugehörigen Gene bei verschiedenen
Kultivierungsbedingungen bestimmt werden. Hierüber ließe sich klären, ob die
Anpassung des Stoffwechsels auf Protein- oder DNA-Ebene stattfindet.
Wie bereits mehrfach erwähnt, gelang es nicht den Leserahmen SPBC428.11
in S. pombe, durch Zerstörung des ORF über das Einbringen eines
Markergens, zu disruptieren. Es wäre daher zu überlegen, ob man die
Disruption durch Verwendung einer alternativen Disruptionsmethode wiederholt.
Besonders geeignet wäre hierbei wohl die von Wang et al. (2004) publizierte
Methode, bei welcher nun nicht der zu disruptierende Leserahmen direkt
verändert wird, sondern der Promotor, welcher den ORF kontrolliert ersetzt
wird. Man verwendet üblicherweise einen reprimierbaren Promotor, der nun
eine regulierte Expression des zu untersuchenden ORF ermöglicht. Die
Transkription des ORF kann in den transformierten Zellen durch Kultivierung
auf einem Medium, dessen Bestandteile den Promotor reprimieren (für den
nmt1 Promotor wäre dies ein Medium mit Thiamin), unterdrückt werden. Es ist
somit möglich, die Zellen zunächst auf einem nicht-reprimierenden Medium
anzuziehen, der ORF wird hierauf ganz normal transkribiert und das zugehörige
Protein wird gebildet. Anschließend überträgt man die Transformanten auf ein
Medium, das den Promotor ausschaltet, wachsen die Zellen nun nicht mehr, so
ist sicher, dass sich die Disruption letal auswirkt. Manche Promotoren
ermöglichen zusätzlich auch eine graduelle Expression, d.h. die Transkription
des ORF kann schrittweise runter reguliert werden. Man kann die Zellen nun
auf phänotypische Auswirkungen der Disruption hin untersuchen.
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Obwohl große Bereiche des Glutathionstoffwechsels der Spalthefe S. pombe
und hier v.a. die Enzyme der Glutathionsynthese bereits sehr ausführlich
untersucht wurden, war bisher nichts darüber bekannt, wie diese Hefe das
Tripeptid aus dem Medium aufnimmt.
In der Sprosshefe S. cerevisiae fanden Bourbouloux et al. (2000) den
Leserahmen YJL212c, der für den für Glutathion hoch spezifischen Transporter
Hgt1p codiert. Dieser Transporter befindet sich in der Außenmembran der
Zellen und vermittelt die Aufnahme des Tripeptids aus dem Medium. Er zählt zu
den Oligopeptidtransportern der OPT-Familie, die eine von den ABC- und PTR-
Transportern zu unterscheidende Transporter-Familie bildet. Die AS-Sequenz
der Mitglieder der OPT-Familie zeichnet sich durch das Vorhandensein von 12
bis 14 Transmembranregionen und das Sequenzmotiv SPYxEVRxxVxxxDDP
aus. Vertreter dieser Familie findet man ausschließlich in Pflanzen und Pilzen,
in tierischen Zellen konnten bisher keine Transportermoleküle, die dieser
Gruppe zuzuordnen wären, identifiziert werden.
Bei einem Alignment der AS-Sequenz von Hgt1p mit allen bekannten Proteinen
der Spalthefe zeigten v.a. zwei Proteine eine ausgeprägte Homologie zu Hgt1p.
Dies waren ISP4 (SPBC29B5.02c) und SpOPT1 (SPAC29B12.10c). Der
Leserahmen isp4 und sein zugehöriges Protein wurden bereits 1998 durch
Lubkowitz et al. charakterisiert. So handelt es sich bei ISP4 um einen
Tetrapeptidtransporter, der im Laufe der Induktion der Meiose verstärkt
exprimiert wird. Der Leserahmen SPAC29B12.10c und das von ihm codierte
Protein SpOPT1 hingegen waren bisher nicht charakterisiert und sollten nun im
Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden.
Disruption von SPAC29B12.10c führte zu Zellen, die nicht mehr in der Lage
waren, Glutathion aus dem Medium aufzunehmen. Dies konnte durch
Wachstumstests unter Verwendung von Medien mit Glutathion als einziger
Schwefelquelle nachgewiesen werden. Zudem enthielten die disruptierten
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Zellen im Vergleich zum Wildtyp kaum Glutathion und bei einer Kreuzung des in
Spopt1 disruptierten Stammes mit einer gsh2 Disruptante gelang es nicht einen
in beiden Leserahmen disruptierten Stamm zu isolieren. Dies spricht dafür,
dass es sich bei SpOPT1 um ein Transportermolekül handelt, welches die
Glutathionaufnahme vermittelt. Der Phänotyp der Disruptante war sowohl durch
das Einbringen des intakten ORF Spopt1, als auch des aus S. cerevisiae
stammenden ORF HGT1, komplementierbar. Im Gegensatz dazu gelang es
nicht den durch die Disruption von HGT1 in S. cerevisiae vermittelten Phänotyp,
welcher dem der Spopt1 Disruption gleicht, durch das Einbringen von Spopt1
zu komplementieren. Die Überexpression von Spopt1 in S. pombe brachte
keinerlei phänotypischen Veränderungen mit sich, wohingegen die
Überexpression von HGT1 in der Spalthefe zu einer mäßig ausgeprägten
Sensitivität gegenüber Glutathion führte. Die durchgeführten Experimente
ließen keine Aussage bezüglich der Affinität des Transporters gegenüber
Glutathion zu. Lokalisationsstudien zeigten weiterhin, dass sich SpOPT1 in der
Plasmamembran der Zellen befindet. Auch dies passte zu der Annahme, dass
es sich um ein Transportermolekül handelt.
Zusammenfassend ist zu bemerken, dass im Rahmen dieser Arbeit das durch
den ORF SPAC29B12.10c codierte Protein SpOPT1 als ein Mitglied der OPT-
Transporterfamilie identifiziert werden konnte. Weiterhin konnte klar gezeigt
werden, dass es sich hierbei um den Hauptglutathiontransporter der Spalthefe
handelt. Neben den diesen Transporter betreffenden Ergebnissen konnten
weiterhin einige interessante Unterschiede zwischen den beiden Hefen S.
pombe und S. cerevisiae identifiziert und im Ansatz untersucht werden.
Insgesamt trägt die vorliegende Arbeit zur weiteren Klärung des
Glutathionstoffwechsels der Spalthefe bei.
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VII Summary
Though big areas of the glutathione metabolism (mainly the enzymes of
glutathione synthesis) of the fission yeast S. pombe have already been studied
in detail, the way S. pombe takes up the tripeptide from the medium was not
known up to now.
In budding yeast S. cerevisiae the gene product of the ORF YJL212c Hgt1p
was identified as a transporter with high affinity for glutathione (Bourbouloux et
al., 2000). This transporter is localized within the outer membrane of cells and
belongs to the OPT transporter family. OPT transporters differ from the two
other oligopeptide transporter classes ABC and PTR. All members of the OPT
family contain 12 to 14 transmembral regions, as well as the conserved motif
SPYxEVRxxVxxxDDP within their primary sequence.
An alignment of the aminoacid sequence of Hgt1p with proteins of the fission
yeast revealed two proteins with an overall high homology to Hgt1p. These
were ISP4 (SPBC29B5.02c) and SpOPT1 (SPAc29B12.10c). ISP4 had already
been characterised by Lubkowitz et al. (1998), who found it to be a
tetrapeptide transporter. In contrast SpOPT1 had not been analyzed yet and
was thus chosen to be the object of the here presented study.
Disruption of the ORF SPAC29B12.10c led to the inability of cells to take up
glutathione from the medium and to utilize it as a source of sulfur. This was
varified through growth experiments using media that contained glutathione as
a sole source of sulfur. Furthermore did the disrupted cells contain almost no
detectable glutathione when compared to cells of the wildtype and it was not
possible to isolate a strain didrupted in Spopt1 as well as gsh2 after crossing
strains containing one of either disruption. All this led to the thought that
SpOPT1 has to be a transporter, mediating glutathione uptake. In consistency
localization studies showed that SpOPT1 is localized in the outer membrane of
the fission yeast. The phenotype of the Spopt1 disrupted strain could be healed
by the expression of either Spopt1 and HGT1, whereas the phenotype of the
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HGT1 disrupted strain was not complemented by Spopt1. Overexpression of
Spopt1 in the fission yeast did not lead to an alteration of phenotype, whereas
the overexpression of HGT1 in S. pombe resulted in a sensitivity for high
concentrations of glutathione.
In conclusion the here presented studies identified the protein SpOPT1,
expressed by the ORF SPAC29B12.10c, as another member of the OPT
transporter family. Furthermore SpOPT1 seems to be the main transporter for
glutathione in the fission yeast. In addition some interesting differences between
fission and budding yeast were found. Altogether the presented study
contributes to the further analysis of the glutathione metabolism of S. pombe.
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IX Anhang
9.1 Ergebnis des Datenbankvergleichs der Proteinsequenz von
HGT1p mit bekannten S. pombe Protein-Sequenzeinträgen
(GeneDB Omni-Blast- Server: http://www.genedb.org/genedb/seqSearch.jsp
NCBI-Blast-Server: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi)
Smallest
Sum
                                                              High
Probability
Sequences producing High-scoring Segment Pairs:              Score
P(N)      N
SPAC29B12.10c |||OPT oligopeptide transporter family|Schi... 2097
6.1e-219  1
SPBC29B5.02c |isp4||OPT oligopeptide transporter family |... 1445
7.5e-150  1
SPCC1840.12 ||SPCC965.02|OPT oligopeptide transporter fam... 1088
5.1e-112  1
SPAC21E11.08 |lcb2|SPAC2C4.02|serine palmitoyltransferase...   88
0.045     1
SPAC9.08c |||steroid reductase |Schizosaccharomyces pombe...   70  0.46
2
SPBC947.06c |||spermidine family transporter |Schizosacch...   60
0.995     2
SPAC589.12 ||SPAC688.01|glycosylceramide biosynthesis pro...   71
0.996     1
SPCC297.04c |set7||histone lysine methyltransferase Set7 ...   60
0.998     1
SPAC144.18 |||nucleotide sugar transporter |Schizosacchar...   65
0.9991    1
SPAPB24D3.02c |||amino acid permease, unknown 3|Schizosac...   73
0.9992    2
SPCC622.05 |||dubious|Schizosaccharomyces pombe|chr 3|||M...   57
0.9993    1
SPBC36.02c |||spermidine family transporter |Schizosaccha...   65
0.9998    2
SPBC32F12.15 |tfb5||transcription factor TFIIH complex su...   47
0.99990   1
SPAC11H11.02c |mug162||sequence orphan|Schizosaccharomyce...   52
0.99995   2
SPAC29B12.10c |||OPT oligopeptide transporter
family|Schizosaccharomyces
            pombe|chr 1|||Manual Length = 851
Score = 2097 (743.2 bits), Expect = 6.1e-219, P = 6.1e-219
 Identities = 394/732 (53%), Positives = 523/732 (71%)
Query:    82
LPNSPYPEVRSAVSIEDDPTIRLNHWRTWFLTTVFVVVFAGVNQFFSLRYPSLEINFLVA 141
             + +S YPEVR+AV+  DD  + +N WRTW LTT+FV+VFA VNQFFSLRYP+L
I+F+VA
Sbjct:   129
IEDSVYPEVRAAVNPTDDVNLPVNTWRTWVLTTIFVIVFAAVNQFFSLRYPALSISFIVA 188
Query:   142 QVVCYPIGRILALLPDWKCSKVPF-
FDLNPGPFTKKEHAVVTIAVALTSSTAYAMYILNA 200
             Q++ +P+G++L LLP+WK     F F LN  PF  KEHA +TIAV+LTSSTAYA
IL+A
Sbjct:   189
QLILFPLGKLLNLLPNWKIGYGRFSFYLNSSPFNVKEHAAITIAVSLTSSTAYATNILSA 248
Query:   201
QGSFYNMKLNVGYQFLLVWTSQMIGYGAAGLTRRWVVNPASSIWPQTLISVSLFDSLHSR 260
             Q SFY   L+ GY+ L+V TSQM+GYG AGLTRRW+V PA+ IWPQTL+S  LF +LH
Sbjct:   249
QTSFYKQNLSWGYKILIVLTSQMLGYGFAGLTRRWIVYPAAMIWPQTLVSTVLFRTLHGN 308
Query:   261 --------KVEKTVANGWTMPRYRFFLIVLIGSFIWYWVPGFLFTGLSYFNVILW-
GSKT 311
                     K  +  ANGWT+ RYRFF  V+IGSF++YW PGF+F GLSYF V+ W
K
Sbjct:   309
SGNDIGVLKNNRISANGWTISRYRFFAYVMIGSFVFYWFPGFIFKGLSYFTVLCWIWPKN 368
Query:   312
RHNFIANTIFGTQSGLGALPITFDYTQVSQAMSGSVFATPFYVSANTYASVLIFFVIVLP 371
             R   + N +FG  SGLG LP+TFD+ QV    + +  A+P++V  NT+ SV++ F
IV+P
Sbjct:   369 R---VVNQLFGYNSGLGILPLTFDWQQV--
VYNSNPLASPWWVICNTFGSVVLIFWIVVP 423
Query:   372
CLYFTNTWYAKYMPVISGSTYDNTQNKYNVTKILNEDYSINLEKYKEYSPVFVPFSYLLS 431
              LY+   W++ Y+P++S ST+D+T   YN +++LN DYS N  KY+ YSP+++P SY
+S
Sbjct:   424
ILYYKGVWFSNYLPMLSSSTFDHTGVSYNSSRVLNSDYSFNHTKYESYSPLYMPMSYSMS 483
Query:   432 YALNFAAVIAVFVHCILYHGKDIVAKFKDRKNGGTD--
IHMRIYSKNYKDCPDWWYLLLQ 489
              ALNFAAV A+F HC LY+GKDI  +    K  G D  IH ++  +NYK+ P WWY
L
Sbjct:   484 TALNFAAVTAIFTHCALYNGKDIWQRLW--KESGKDECIHRKLM-
RNYKEAPQWWYATLF 540
Query:   490
IVMIGLGFVAVCCFDTKFPAWAFVIAILISLVNFIPQGILEAMTNQHVGLNIITELICGY 549
             IV+ GL    V  +DT+ P WA ++A+LI +VNFIPQG+LE +TNQHVGLNIITELI
GY
Sbjct:   541
IVVFGLTIFTVRYYDTQCPVWALIVALLIFIVNFIPQGVLEGITNQHVGLNIITELIGGY 600
Query:   550
MLPLRPMANLLFKLYGFIVMRQGLNLSRDLKLAMYMKVSPRLIFAVQIYATIISGMVNVG 609
             +LP +P+ANL+ KLYGFI MRQGL  SRDLKLA YMK+ PR++F VQ++ATI+ G+
V
Sbjct:   601
ILPGKPLANLMIKLYGFIPMRQGLEFSRDLKLAQYMKIPPRILFFVQLFATILGGITQVA 660
Query:   610 VQEWMMHNIDGLCTTDQPNGFTCANGRTVFNASIIWSL--
PKYLFSSGRIYNPLMWFFLI 667
             VQEWM ++I G+CTT Q NGFTC NGR+++NAS+IW    P  +FS G+ Y
PL++FFLI
Sbjct:   661
VQEWMNYHIPGICTTSQSNGFTCPNGRSIYNASLIWGAIGPAKMFSKGKPYYPLIFFFLI 720
Query:   668 GLLFPLAVYAVQWKFPKFKFAKHIHTPVFFTGPGNIPPSTPYNYSLFFAMSFCLN-
LIRK 726
             G + P   + ++ +FPK    K ++ PV FTGPGNIPP+T  NYS +  + F  N
+IRK
Sbjct:   721 GAVAPFITWGLRKRFPKSWIGK-
LNAPVLFTGPGNIPPATGINYSSWAIVGFIFNYVIRK 779
Query:   727
RWRAWFNKYNFVMGAGVEAGVAISVVIIFLCVQYPGGKLSWWGNNVWKRTYDNDYKKFYT 786
             R   W+ KYN+V+ A +++GVA++ V+IFLCV YPGGK++WWGN V+ +TYD     +
+
Sbjct:   780
RAIHWWRKYNYVLAAAMDSGVAVAGVVIFLCVSYPGGKITWWGNTVYTKTYDWKSVPYRS 839
Query:   787 LKKGETFGYDKW 798
             L   ETFGY  W
Sbjct:   840 LGPNETFGYTNW 851
>SPBC29B5.02c |isp4||OPT oligopeptide transporter family
|Schizosaccharomyces
            pombe|chr 2|||Manual Length = 785
 Score = 1445 (513.7 bits), Expect = 7.5e-150, P = 7.5e-150
 Identities = 294/788 (37%), Positives = 454/788 (57%)
Query:    23 PIQINMEEEKKDAFVKNIDEDVNNLTATTDEEDRDPESQKFDRHSIQ-
EEGLVWKGDPTY 81
             PI+ +M +       K    D+++   +  ++    + +K  +  +  E G +   D
+
Sbjct:     9 PIEEHMNDSPSTK-
EKADSVDISDYIVSHSDDSLSKDIKKDTKSFLDVEHGEISTVDE-F 66
Query:    82
LPNSPYPEVRSAVSIEDDPTIRLNHWRTWFLTTVFVVVFAGVNQFFSLRYPSLEINFLVA 141
               +SPYPEVR+AV   DDP++  N  R W +  ++  V A VN FFSLR P++ ++
L++
Sbjct:    67
EEDSPYPEVRAAVPPTDDPSMPCNTIRMWTIGLIYSTVGAAVNMFFSLRNPTVTLSVLIS 126
Query:   142 QVVCYPIGRILALL-PD--
WKCSKVPFFDLNPGPFTKKEHAVVTIAVALTSSTAYAMYIL 198
             +++ YP  +I  L+ PD  ++  ++ F +  PGPF  KEHA++ +  +++   AY+
I+
Sbjct:   127 ELLAYPALQIWDLIFPDREFRIGRLKF-
NFKPGPFNVKEHALIVVMSSVSFGNAYSTDII 185
Query:   199
NAQGSFYNMKLNVGYQFLLVWTSQMIGYGAAGLTRRWVVNPASSIWPQTLISVSLFDSLH 258
              AQ   Y  +   GY+  L   +Q+IGYG AGL+RR +V PAS +WP  L+  +L
+LH
Sbjct:   186
LAQRVHYKQRFGFGYEICLTLATQLIGYGLAGLSRRLLVRPASMLWPVNLVQCTLIKTLH 245
Query:   259 SRKVEKTVANGWTMPRYRFFLIVLIGSFIWYWVPGFLFTGLSYFNVILWGSKTRHNF-
IA 317
              + +   VANGW +  +RFFL V I SFIW W P ++F  LS F  + W    R N
Sbjct:   246 RKDLRNAVANGWRISPFRFFLYVFIASFIWNWFPSYIFQALSLFAWVTW---
IRPNSPTV 302
Query:   318
NTIFGTQSGLGALPITFDYTQVSQAMSGSVFATPFYVSANTYASVLIFFVIVLPCLYFTN 377
             N IFG  +G+  LP+TFD+ Q+S  +   + A P     N    V++FF IV P L
FTN
Sbjct:   303 NQIFGESTGISILPMTFDWNQISAYILSPLMA-
PADALMNILLGVILFFWIVTPALNFTN 361
Query:   378
TWYAKYMPVISGSTYDNTQNKYNVTKILNEDYSINLEKYKEYSPVFVPFSYLLSYALNFA 437
             TWY  Y+P+ S    D+  N YNVT+IL +D + +L+ Y+ YSP+F+  +Y L++
L+FA
Sbjct:   362
TWYGDYLPISSSGIIDHFGNSYNVTRILTKDATFDLDAYQNYSPIFMSTTYALAFGLSFA 421
Query:   438
AVIAVFVHCILYHGKDIVAKFKDRKNGGTDIHMRIYSKNYKDCPDWWYLLLQIVMIGLGF 497
             ++ +V  H ILYHGK+I  + +D      DIH ++  K Y + P +WYL + +   G+
Sbjct:   422 SITSVIFHVILYHGKEIYDRLRDPP--APDIHEKLM-
KAYDEVPFYWYLSVFLAFFGMMM 478
Query:   498
VAVCCFDTKFPAWAFVIAILISLVNFIPQGILEAMTNQHVGLNIITELICGYMLPLRPMA 557
               +  + T+ P W  ++ ++ S V FIP GI++A+TN  +GLN+ TE I GYM P
RP+A
Sbjct:   479
GTIYGWKTETPWWVIIVGVIFSAVWFIPIGIVQAITNIQLGLNVFTEFIVGYMYPGRPLA 538
Query:   558
NLLFKLYGFIVMRQGLNLSRDLKLAMYMKVSPRLIFAVQIYATIISGMVNVGVQEWMMHN 617
              ++FK  G+I M QGL  + DLK   YMK+ PR++F  Q+ ATI S  V +GV +W +
N
Sbjct:   539
MMIFKTVGYITMTQGLAFAADLKFGHYMKLPPRIMFYTQMIATIWSCFVQIGVLDWALGN 598
Query:   618 IDGLCTTDQPNGFTCANGRTVFNASIIWSL--
PKYLFSSGRIYNPLMWFFLIGLLFPLAV 675
             ID +C  DQP+ +TC N    FN+S+IW +  PK +FS    Y  L +F+L G+L  +
Sbjct:   599
IDNVCQADQPDNYTCPNATVFFNSSVIWGVIGPKRMFSGKNTYTGLQYFWLAGVLGTILF 658
Query:   676 YAVQWKFPKFKFAKHIHTPVFFTGPGNIPPSTPYNYSLFFAMSFCLNL-
IRKRWRAWFNK 734
             +A+  K+P+ K+   ++ P+ F G G IPP+TP NY  +  +    N  ++K +  W+
K
Sbjct:   659 WALWKKWPQ-
KWWGQLNGPLIFGGTGYIPPATPVNYLAWSGIGLFFNYYLKKIFADWWQK 717
Query:   735 YNFVMGAGVEAGVAISVVIIFLCVQYPGGKL-SWWGNNVWKRTYDND---
YKKFYTLKKG 790
             YNF + A ++ G  +SV+I+F C+Q P      WWGN+    T D      +K
G
Sbjct:   718
YNFTLSAALDTGTQLSVIILFFCLQLPMVNFPDWWGNDGAFNTLDATGAAVRKLVNESAG 777
Query:   791 ETFGYDKW 798
             E FG  +W
Sbjct:   778 EFFGPAEW 785
9.2 Ergebnis des Datenbankvergleichs der Proteinsequenz des
Genprodukts von SPBC428.11 mit bekannten S. cerevisiae Protein-
Sequenzeinträgen
Smallest
Sum
                                                              High
Probability
Sequences producing High-scoring Segment Pairs:              Score
P(N)      N
YLR303W |MET17||O-acetylhomoserine sulfhydrylase|Saccharo... 1432
2.1e-148  1
YAL012W |CYS3||cystathionine gamma-lyase|Saccharomyces ce...  332
8.5e-55   2
YGL184C |STR3||cystathionine beta-lyase|Saccharomyces cer...  178
2.6e-26   2
YFR055W |||cystathionine beta lyase|Saccharomyces cerevis...  226
8.8e-23   2
YHR112C |||similar to cystathionine gamma-synthase Str2p|...  174
2.6e-20   2
YLL058W |||putative cystathionine gamma-synthase|Saccharo...  127
4.6e-10   2
YJR130C |STR2||O-succinylhomoserine (thiol)-lyase|Sacchar...   93
1.8e-07   2
YML082W |||cystathionine gamma-synthase (predicted)|Sacch...   88
4.4e-05   2
YLR058C |SHM2||serine hydroxymethyltransferase|Saccharomy...   65
0.997     1
YHR028C |DAP2||dipeptidyl aminopeptidase B|Saccharomyces ...   67
0.999     1
>YLR303W |MET17||O-acetylhomoserine sulfhydrylase|Saccharomyces
cerevisiae|chr
         12|||Manual
[Full Sequence] 2[CDS Info]
        Length = 444
 Score = 1432 (509.1 bits), Expect = 2.1e-148, P = 2.1e-148
 Identities = 277/433 (63%), Positives = 334/433 (77%)
[HSP Sequence]
Query:     7 HFETLQLHAGQE-P-
DAATSSRAVPIYATTSYVFRDCDHGGRLFGLQEPGYIYSRMMNPT 64
             HF+T+QLHAGQE P D A  SRAVPIYATTSYVF +  HG +LFGL+ PGY+YSR
NPT
Sbjct:     4
HFDTVQLHAGQENPGDNAHRSRAVPIYATTSYVFENSKHGSQLFGLEVPGYVYSRFQNPT 63
Query:    65
ADVFEKRIAALEHGAAAIATSSGTSALFMALTTLAKAGDNIVSTSYLYGGTYNLFKVTLP 124
             ++V E+RIAALE GAAA+A SSG +A  +A+  LA  GDNIVSTSYLYGGTYN FK++
Sbjct:    64
SNVLEERIAALEGGAAALAVSSGQAAQTLAIQGLAHTGDNIVSTSYLYGGTYNQFKISFK 123
Query:   125
RLGITTKFVNGDDPNDLAAQIDENTKAVYVESIGNPMYNVPDFERIAEVAHAAGVPLMVD 184
             R GI  +FV GD+P +     DE TKAVY+E+IGNP YNVPDFE+I  +AH
G+P++VD
Sbjct:   124
RFGIEARFVEGDNPEEFEKVFDERTKAVYLETIGNPKYNVPDFEKIVAIAHKHGIPVVVD 183
Query:   185
NTFGGGGYLVRPIDHGADIVTHSATKWIGGHGTTIGGVIVDSGKFDWKKNSKRFPEFNEP 244
             NTFG GGY  +PI +GADIVTHSATKWIGGHGTTIGG+IVDSGKF WK
++FP+F++P
Sbjct:   184
NTFGAGGYFCQPIKYGADIVTHSATKWIGGHGTTIGGIIVDSGKFPWKDYPEKFPQFSQP 243
Query:   245
HPGYHGMVFTETFGNLAYAFACRTQTLRDVGGNANPFGVFLLLQGLETLSLRMERHVQNA 304
               GYHG ++ E +GNLAY    RT+ LRD+G   NPF  FLLLQG+ETLSLR ERH
+NA
Sbjct:   244
AEGYHGTIYNEAYGNLAYIVHVRTELLRDLGPLMNPFASFLLLQGVETLSLRAERHGENA 303
Query:   305 FALAKYLEKHPKVNWVSYPGLESHVSHKLAKKYLKNGYGAVLSFGAKGGPDQSRK---
-- 359
               LAK+LE+ P V+WVSYPGL SH  H+ AKKYL NG+G VLSFG K  P+  ++
Sbjct:   304
LKLAKWLEQSPYVSWVSYPGLASHSHHENAKKYLSNGFGGVLSFGVKDLPNADKETDPFK 363
Query:   360 -----
VVNALKLASQLANVGDAKTLVIAPAYTTHLQLTDEEQISAGVTKDLIRVAVGIEH 414
                  VV+ LKLAS LANVGDAKTLVIAP +TTH QL
D+E++++GVTKDLIRV+VGIE
Sbjct:   364
LSGAQVVDNLKLASNLANVGDAKTLVIAPYFTTHKQLNDKEKLASGVTKDLIRVSVGIEF 423
Query:   415 IDDIIADFAQALE 427
             IDDIIADF Q+ E
Sbjct:   424 IDDIIADFQQSFE 436
9.3 Vektorkarten
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